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As infecções respiratórias agudas representam um importante problema de saúde 
pública e são responsáveis pela morte de crianças em todo o mundo. O tipo mais 
comum de infecção que afeta o trato respiratório inferior das crianças é a 
bronquiolite viral aguda (BVA), que tem como principal agente etiológico o vírus 
sincicial respiratório humano (RSV). Com o objetivo de avaliar o perfil epidemiológico 
e a variabilidade genética desse e de outros vírus envolvidos nos casos de BVA, 
foram coletadas amostras de 173 crianças internadas e em oxigenoterapia com 
quadro clínico característico na região de Campinas/SP. O RSV A foi identificado em 
47 % das amostras, o RSV B foi identificado em 16 %, o RV em 24 %, o AdV em 4 
% e o MPV em 2 %. Os vírus EV, BoV, PIV 1, 3 e 4, Flu A e CoV 229E/NL63 foram 
encontrados em 7 % das amostras. Ocorreram codetecções em 37 delas, entre dois 
ou três vírus. Os vírus CoV OC43, PIV 2 e Flu B não foram identificados em 
nenhuma das amostras. Quinze amostras de RSVA foram identificadas como 
pertencentes ao genótipo ON1, com duplicação de 72 nucleotídeos no gene G; uma 
sequência formou um clado irmão sem a duplicação nucleotídica. As sequências 
analisadas de RSVB mostraram-se pertencentes ao genótipo BA-like. Os resultados 
evidenciam que as relações genéticas são fortemente determinadas por 
características temporais, já que houve uma significativa mudança no perfil de 

















Acute respiratory infections represents a major public health problem and are 
responsible for the deaths of children around the world. The most common type of 
infection that affects children's lower respiratory tract is acute viral bronchiolitis 
(BVA), which has the human respiratory syncytial virus (RSV) as the main etiologic 
agent. With the objective of evaluating the epidemiological profile and genetic 
variability of this and other viruses involved in the cases of BVA, samples of 173 
hospitalized children and submitted to oxygen therapy were collected in the 
Campinas / SP region. RSV A was identified in 47% of samples, RSV B was 
identified in 16%, RV in 24%, AdV in 4% and MPV in 2%. The viruses EV, BoV, PIV 
1, 3 and 4, Flu A and CoV 229E / NL63 were found in 7% of the samples. Co-
detections occurred in 37 of them, between two or three viruses. CoV OC43, PIV 2 
and Flu B viruses were not identified in any of the samples. Fifteen RSVA samples 
were identified as belonging to the ON1 genotype, with duplication of 72 nucleotides 
in the G gene; one sequence formed a sibling clade without nucleotide duplication. 
The analyzed sequences of RSVB were shown to belong to the BA-like genotype. 
The results show that genetic relationships are strongly determined by temporal 
characteristics, since there was a significant change in the profile of genotype 
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As infecções por vírus respiratórios representam um importante problema de 
saúde pública e são consideradas como a principal causa de internações para 
crianças em todo o mundo (Culebras et al., 2013). Dados da Organização Pan-
americana da Saúde (OPAS) e da Organização Mundial de Saúde (OMS) revelam 
que as infecções respiratórias agudas (IRAs) são responsáveis por 40 a 60% de 
todos os atendimentos ambulatoriais em pediatria na América Latina. Segundo a 
OMS, cerca de 4 milhões de crianças menores de 5 anos morrem por infecção 
aguda das vias aéreas inferiores anualmente (Salomão Júnior et al., 2011). Além 
disso, essas doenças geram elevados custos diretos e indiretos com assistência à 
saúde (Thomazelli et al., 2007). Elas representam a primeira causa de morte nos 
países de baixa renda, e o quarto em países de média renda, como o Brasil (Ferone 
et al., 2013).  
Bronquiolite é um termo geral, utilizado para descrever a injúria inflamatória não 
específica, que afeta as vias aéreas, e pode abranger uma síndrome clínica ou uma 
gama de anormalidades histológicas que podem ocorrer em diversas situações, 
podendo causar bronquiolite aguda, constritiva, respiratória, folicular, entre outras 
(Ravaglia et al., 2014). 
A Bronquiolite Viral Aguda (BVA), infecção mais comum do trato respiratório 
inferior de crianças, se apresenta normalmente como uma doença pulmonar 
obstrutiva das vias aéreas inferiores. Porém, alguns pacientes podem desenvolver 
um padrão de doença pulmonar restritiva com mortalidade mais alta e maior 
prevalência de complicações (Eber, 2011). Em adultos, raramente a BVA é 
sintomática. O aumento do esforço respiratório e sibilância são sintomas 
característicos em crianças (Ravaglia et al., 2014). 
A BVA segue padrão sazonal com picos de incidência no outono e no inverno 
(Bueno et al., 2009). No Brasil, o pico de incidência ocorre entre os meses de março 
e julho (Costa et al., 2012). O vírus respiratório sincicial humano (RSV) é o principal 
agente etiológico da BVA, seguido pelos adenovírus (AdV), parainfluenza (PIV), 
influenza (Flu), rinovírus (RV), metapneumovírus (MPV) e coronavírus (CoV) 
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humanos (Bueno et al., 2009). Além destes, o bocavírus humano (BoV) é 
frequentemente encontrado em pacientes com infecção respiratória aguda, 
principalmente em quadros de infecções das vias aéreas superiores em geral 
(Proença-Modena et al., 2011). Existe, ainda, um tipo de enterovírus associado à 
doença respiratória, o enterovírus 68 (EV68), que diferente dos outros membros 
dessa espécie, foi isolado somente a partir de amostras respiratórias (Imamura et al., 
2011). 
Além da idade (lactentes jovens e idosos), outros fatores de risco para doença 
respiratória são: aglomerações (lares com maior número de irmãos e creches), sexo 
(masculino), desnutrição protéico-calórica, ausência de aleitamento materno e 
poluição ambiental: tabagismo materno e uso de lenha e gás dentro dos domicílios 
(Riccetto et al., 2006). Outros fatores consideráveis incluem: prematuridade, doença 
pulmonar crônica, cardiopatia congênita, etnia, etiologia, presença de co-infecção 
viral, dermatite atópica, antecedentes maternos de atopia e/ou asma, estação do 
nascimento, nível socioeconômico, síndrome de Down e parto cesariana (Alvarez et 
al., 2013). 
Em relação à evolução clínica desfavorável, os fatores mais fortemente 
associados ao pior prognóstico são as anormalidades anatômicas, metabólicas, 
imunológicas e genéticas (Riccetto et al., 2006).  
 A principal indicação para hospitalização de pacientes com Bronquiolite viral 
aguda é o aparecimento de complicações. A principal complicação das Bronquiolites 
Agudas de etiologia viral é a Insuficiência Respiratória, definida como a inabilidade 
do sistema respiratório em atender às demandas metabólicas do organismo em 
relação à captação de oxigênio e excreção de gás carbônico (Riccetto, 2010). No 
caso da bronquiolite aguda grave trata–se de insuficiência baixa obstrutiva (por 
acometer as vias aéreas inferiores e causar obstrução nas mesmas por plugs de 
secreção característicos) ou mista (obstrutiva e restritiva, esta última ocorrendo 
quando há comprometimento associado do parênquima pulmonar ou pleura com 
pneumonia e/ou atelectasia associadas) (Riccetto, 2010).  
 O diagnóstico da IRA é inicialmente clínico, pela presença de aumento da 
frequência respiratória e da frequência cardíaca, além de sinais de desconforto 
respiratório (dispneia). Na evolução do quadro sem tratamento, nota-se sinais de 
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hipoxemia tecidual com diminuição do nível de consciência, diminuição do volume 
urinário, coloração arroxeada das extremidades (cianose) e, em quadros terminais, 
diminuição da frequência cardíaca (bradicardia) com alterações circulatórias graves 
(choque) (Riccetto, 2010).  
 Métodos complementares para o diagnóstico de IRA são principalmente a 
avaliação da porcentagem de hemoglobina saturada pelo oxigênio (saturimetria de 
pulso), Raio X de tórax e coleta de gasometria arterial para avaliação das pressões 
parciais de oxigênio e gás carbônico . Em pacientes com quadro clinico de IRA e 
saturimetria de pulso menor que 90% em presença de oxigênio (fornecido por tenda 
de oxigênio ou cateter nasal) deve-se considerar a indicação de ventilação pulmonar 
mecânica (Riccetto, 2010). Muito embora a definição por critérios gasométricos para 
IRA seja Pressão Parcial de Oxigênio (PO2) menor que 60 mmHg e  Pressão  Parcial 
de Gás Carbônico (PCO2) maior que  50 mmHg no sangue arterial em ar ambiente, 
estes valores correspondem às fases  finais da evolução da IRA (fases III e IV), que 
são aquelas que precedem a parada cardio-respiratória e consequente óbito 
(Almeida, 2010).  Desta forma, na maioria das vezes, a indicação para ventilação 
mecânica acontece antes de se atingir estes valores na gasometria, obedecendo-se 
aos critérios clínicos já descritos. Nos pacientes com IRA com importante 
componente obstrutivo, como é o caso das bronquiolites graves, a presença de 
acidemia no sangue arterial (ou seja Ph < 7,30) decorrente do aumento do PCO2 
(hipercapnia)  também é importante critério para indicação de VPM (Riccetto, 2010; 
Almeida, 2010). 
 Além da IRA propriamente dita, há outras condições clínicas associadas à 
bronquiolite grave que também são indicações de ventilação mecânica, tida aqui 
como medida de suporte necessária a manutenção de condições adequadas à 
oxigenação tecidual. São elas episódios recorrentes de apnéia – pausa respiratória 
acompanhada de diminuição dos batimentos cardíacos (bradicardia) por 
comprometido do  sistema nervoso central, principalmente  de prematuros;  
manifestações cardíacas associadas à inflamação do músculo cardíaco (miocardite) 
com insuficiência cardíaca e arritmias diversas; manifestações metabólicas graves, 
principalmente secreção inapropriada do hormônio anti diurético com edema 
generalizado e diminuição acentuada do sódio sérico (hiponatremia);  e 
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manifestações neurológicas como convulsões de difícil controle, encefalite e coma 
(Riccetto, 2010).  
As doenças causadas por vírus são resultantes de uma combinação de fatores 
genéticos do hospedeiro e do vírus. Mudanças relativamente pequenas no genoma 






















Vírus sincicial respiratório 
Epidemiologia 
A BVA causada pelo RSV é a principal infecção das vias aeríferas inferiores em 
crianças menores de 2 anos de idade no mundo e a principal causa de internação 
nessa faixa etária em países desenvolvidos (Chávez-Bueno et al., 2006; Welliver et 
al., 2003). Mundialmente, a frequência desse vírus como causador da BVA varia de 
41,7 a 83,6 % dos casos (Soilly et al., 2012; Sung et al., 2011; García et al., 2001). 
No Brasil, o RSV foi o agente causador da BVA em 31,9 a 64% dos casos estudados 
(Riccetto et al., 2009; Salomão Jr et al., 2011; Nascimento et al., 2010; D’elia et al., 
2005; da Silva et al., 2008). Ainda no Brasil, o RSV foi apontado como o responsável 
por 31,9 a 64% das hospitalizações por BVA, e com co-infecção em 40 % dos casos, 
sendo o rinovírus o agente mais comum nesses casos (Brandão et al., 2016). Este 
agente vem sendo relacionado de forma similar como causa de doença respiratória 
na população adulta em geral, principalmente idosa, em indivíduos transplantados e 
imunocomprometidos (Falsey et al., 2000; Collins et al., 2001; Simões et al., 2015). 
Em idosos, a infecção pode causar um amplo espectro de doenças respiratórias, 
desde resfriados até pneumonia severa (Simões et al., 2015). 
 
Manifestações Clínicas e Diagnóstico 
O RSV afeta o epitélio bronquiolar, resultando em necrose e destruição das 
células ciliadas epiteliais; o aumento da secreção de muco leva à formação de 
placas obstrutivas, junto a restos celulares, fibrina e linfócitos (Moore et al., 2013). 
Essa obstrução reduz o calibre e aumenta a resistência das vias aéreas. 
Os sintomas causados pela infecção incluem taquipnéia, tosse, sibilos, além 
de estar frequentemente associado a letargia, irritabilidade e má alimentação. 
Algumas crianças correm o risco de progressão da doença para insuficiência 
respiratória, sendo necessária ventilação mecânica ou mesmo terapia intensiva. O 
período de incubação é normalmente de 4 a 6 dias (Simões et al., 2015). 
O diagnóstico é, em geral, clínico, caracterizado pela ocorrência de primeiro 
episódio de sibilância, acompanhado de coriza, tosse e febre, que pode evoluir com 
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taquipnéia e dificuldade ventilatória. Outros métodos diagnósticos utilizados incluem 
imunofluorescência direta e PCR (Sparremberger et al., 2011). 
 
Resposta Imune 
A resposta imunológica do organismo frente à infecção por RSV caracteriza-se 
por inflamação exacerbada e pouca resposta das células T. A resposta inicial 
mediada por interleucinas, interferon, entre outras moléculas, contribui 
significativamente com a inflamação, promovendo a migração de células imunes – 
eosinófilos, macrófagos e monócitos – para os pulmões, onde são produzidas mais 
moléculas inflamatórias. Esses elementos inflamatórios não conseguem impedir a 
infecção e contribuem para a permanência dos vírus nas vias aéreas, levando ao 
dano tecidual (Gomez et al., 2014). 
 
Classificação – estrutura – genoma 
As partículas virais possuem envelope lipídico que envolve a molécula de RNA 
emaranhada com moléculas de nucleoproteína (Melero et al., 2015). 
O RSV é membro da família Pneumoviridae, gênero Orthopneumovirus (ICTV, 
2017) e possui genoma composto por RNA de fita simples e sentido negativo 
(Easton et al., 2004; Martinelli et al., 2014), que consiste de 10 fases abertas de 
leitura (ORF, open reading frame) que codificam 11 proteínas (Kiss et al., 2014).  
O genoma é composto por cerca de 15.222 nucleotídeos, que codificam três 
proteínas de superfície, F, G e SH, duas proteínas de matriz, M e M2, três proteínas 
do nucleocapsídeo, N, P e L, e duas proteínas não estruturais NS1 e NS2 (Dudas et 
al., 1998, Rey-Jurado et al., 2017). De acordo com variações presentes na 
glicoproteína de superfície (G), o RSV pode ser classificado em dois grupos: A e B 





Glicoproteínas de superfície 
Glicoproteína G 
Embora suas funções no ciclo infeccioso não estejam totalmente esclarecidas, 
destacam-se o papel exercido na ligação do vírus à célula hospedeira e o fato dos 
componentes da superfície desempenharem um papel na modulação da resposta do 
hospedeiro à infecção viral (Melero et al., 2015). 
A glicoproteína G consiste de três regiões: uma cauda citoplasmática (1-38), o 
domínio transmembrana (38-66) e o ectodomínio (66-298), que é variável entre os 
grupos A e B, possuindo somente uma região estritamente conservada de 13-AA, 
identificada na sua região central (Martinelli et al., 2014), e duas regiões 
hipervariáveis (Liu et al., 2014). 
Trata-se de uma glicoproteína do tipo II, com característica hidrofóbica, localizada 
perto da extremidade N. O ectodomínio da proteína G é altamente glicosilado pela 
adição pós-tradução de vários açúcares ligados a -N e muitos oligossacarídeos 
curtos ligados a -O (Melero et al., 2015). As regiões variáveis possuem uma 
composição de AA semelhantes aos de mucinas segregadas pelas células epiteliais. 
Esses segmentos contêm uma elevada taxa de serina e treonina, que são os locais 
potenciais de aceitação de açúcares ligados a –O. Oligossacarídeos ligados a –O e 
–N contribuem para a estrutura antigênica da glicoproteína G e a infectividade viral 
(Martinelli et al., 2014). 
A supressão dessa proteína gera apenas uma redução moderada do crescimento 
viral em culturas celulares e atenuação in vivo (Teng et al., 2001; Biacchesi et al., 
2004, Melero et al., 2015). Isso se deve ao fato da proteína F exercer função 
semelhante e interagir com as glicoproteínas de superfície celular para iniciar o ciclo 
(Melero et al., 2015). Low e colaboradores (2008) sugerem que a proteína G possui 
papel indireto no processo de fusão, e acrescenta que não foi possível encontrar 
evidências de que as proteínas F, G e SH formem juntas um complexo, o que é 






É uma glicoproteína do tipo I, que nesse vírus é clivada duas vezes em dois locais 
separados por um peptídeo de 27 AA. A clivagem ocorre principalmente durante o 
transporte para a membrana celular, provavelmente na rede trans-Golgi, pela furina. 
A clivagem gera duas cadeias que permanecem ligadas por duas pontes dissulfeto, 
e a proteína madura é formada pelas subunidades F1 + F2. Essa estrutura é 
denominada pré-fusão. Após ligar-se à superfície da célula-alvo, a proteína é ativada 
para iniciar a fusão das membranas virais e celulares. Durante esse processo, 
ocorrem diversas alterações conformacionais na proteína, que geram uma estrutura 
altamente estável, denominada pós-fusão. A fusão leva à formação de poros que, 
após a expansão, permitem a entrada do nucelocapsídeo viral para o citoplasma da 
célula para iniciar um novo ciclo de infecção (Melero et al., 2015). A proteína F é 
responsável pela ligação do envelope viral com a membrana citoplasmática da 
célula hospedeira, que resulta na liberação do nucleocapsídeo no interior do 
citoplasma (Walsh e Hruska, 1983), além de proporcionar a fusão da célula infectada 
com a célula adjacente para a formação de sincícios (Collins et al., 2001). 
 
Proteína SH 
A proteína SH é uma glicoproteína hidrófoba transmembranar curta, incorporada em 
pequenas quantidades nas partículas virais, e possui funções pouco esclarecidas, 
além da capacidade de alterar a permeabilidade da membrana, e possuir atividade 
de canal iônico. Sua supressão não altera significativamente a capacidade de 
replicação viral in vitro (Melero et al., 2015). Apesar de estar presente em todo o 
citoplasma da célula hospedeira, essa proteína acumula-se no complexo de Golgi, o 
que indica que sua ação esteja relacionada a essa estrutura, na qual ela atuaria 
modificando suas propriedades, a fim de facilitar o transporte das proteínas virais 
(Rixon et al., 2004). Essa proteína pode apresentar função de resposta contra a 






Proteínas da matriz 
 Proteína M  
É uma proteína interna, não glicosilada, associada ao nucleocapsídeo, e é capaz de 
inibir a transcrição viral (Ghildyal et al., 2002). Sua função é promover a associação 
do nucleocapsídeo com o envelope viral nascente (Collins et al., 2001; Easton et al., 
2004). Possui carga positiva em ambos os domínios, que são hidrofóbicos e 
importantes para a ligação da membrana plasmática. Ela interage com o domínio 
amino-terminal de L e com a cauda citoplasmática da proteína F, e coordena seu 
recrutamento para os sítios de montagem e brotamento (Kiss et al., 2014). 
 
Proteínas M2-1 e M2-2 
O gene M2 codifica duas proteínas distintas, M2-1 e M2-2, que atuam na transcrição 
e replicação. A proteína M2-1 regula a transcrição, além de possuir função estrutural 
complementar (Kiss et al., 2014),  interage com a proteína P, atuando na síntese de 
RNA, e se liga à proteína M, mediando seu transporte para corpos de inclusão e 
interação com o nucleocapsídeo (Collins et al., 2013). A proteína M2-2 regula o 
equilíbrio entre a transcrição e a replicação (Asenjo et al., 2015) e regula a síntese 
de RNA (Collins et al., 2013). 
 
Proteínas do nucleocapsídeo  
Proteína N  
A proteína N é a principal proteína do nucleocapsídeo (Collins et al., 2001) e 
encontra-se sempre complexado ao RNA do RSV, formando um complexo que é 
usado como molde para a síntese de RNA. Esse complexo previne a formação de 
estruturas secundárias na molécula de RNA (Cowton et al., 2006). Esse complexo 





Proteína P  
A proteína P é uma fosfoptoteína que desempenha uma importante função no 
processo de transcrição e replicação do RSV. Sua fosforilação se deve ao alto teor 
de serina (Collins et al., 2001). Constitui uma subunidade da polimerase viral e 
parece mediar o contato entre a proteína L e o complexo proteína N-RNA (Tran et 
al., 2007). 
 
 Proteína L 
 A proteína L é a polimerase viral, componente do complexo RNA polimerase – RNA 
dependente, e é constituída por 2165 AA (van den Hoogen et al., 2001).  É a 
proteína estrutural menos abundante na partícula viral (Collins et al., 2001). 
 
Proteínas não estruturais NS1 e NS2 
As proteínas não estruturais NS1 e NS2 possuem o papel de inibir a ação de 
interferons (IFNs) alfa e beta da célula hospedeira, através do bloqueio da ativação 
do fator regulatório 3 dos IFNs e da inibição da expressão de STAT2, reduzindo a 
resposta celular (Valarcher et al., 2003), além de mediar a degradação de elongin-
cullin E3 ligase e inibir a apoptose celular prematura, permitindo o crescimento e 
replicação viral nas células hospedeiras (Collins et al., 2004; Collins et al., 2005). 
 
Ciclo Replicativo 
A adsorção dos vírus à célula é mediada pela glicoproteína G. Acredita-se que o 
receptor celular é composto por um ou mais glicosaminoglicanos (Krusat e Streckert, 
1997; Collins et al., 2001; Techaarpornkul et al., 2002, Kwilas et al., 2009). 
Após a adsorção, ocorre o desnudamento, através da liberação do nucleocapsídeo 
no citoplasma celular. Esse evento é mediado pela glicoproteína F, responsável pela 
fusão do envelope viral com a membrana celular (Kingsbury, 2001). A fusão ocorre 
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através de um mecanismo em que se envolve principalmente a porção hidrofóbica 
amino-terminal de F1 (Collins et al., 2001). 
Os processos de transcrição e replicação acontecem inteiramente no citoplasma, 
sem envolvimento do núcleo celular (Garcia et al., 1993; Collins et al., 2001).  
Após a liberação do nucleocapsídeo no citoplasma, inicia-se o processo de 
transcrição. Os genes, linearmente posicionados no genoma viral, são 
sequencialmente transcritos no citoplasma da célula a partir de um único promotor 3’ 
(Melero et al., 2015). A enzima RNA polimerase – RNA dependente adere-se à 
extremidade 3’ do genoma, na região denominada leader. Inicia-se a transcrição no 
primeiro nucleotídeo, por um mecanismo sequencial, guiado pelos sinais de início e 
fim. Através desse processo, são sintetizados mRNAs subgenômicos, que recebem 
um cap na extremidade 5’ e são poliadenilados na extremidade 3’ (Collins et al., 
2001). Em um determinado momento do ciclo infeccioso, a transcrição é 
interrompida, e é então sintetizada uma cópia complementar completa do RNA viral, 
chamada de cRNA ou antigenoma. Essa molécula serve de molde para a síntese de 
novos genomas virais (Melero et al., 2015). Através desse mecanismo, são 
fornecidas cópias do genoma viral para serem incorporadas nas novas partículas 
(Kingsbury, 1990). 
A montagem do nucleocapsídeo se dá pela combinação da proteína N com o RNA 
genômico seguida da adição das proteínas P e L. As glicoproteínas virais promovem 
a montagem do envelope, após sua modificação durante o transporte pelo retículo 
endoplasmático e complexo de Golgi. As proteínas da matriz se agregam na porção 
interna do envelope em formação. Então, o nucleocapsídeo chega à superfície, 
direcionado pela proteína M, e ocorre o brotamento, levando junto uma porção da 
membrana plasmática (Kingsbury, 2001). 
As proteínas virais e o RNAm podem ser detectados após 4-6 h no citoplasma 
celular após a infecção. O pico da síntese protéica ocorre após 18-20h. A progênese 
viral começa a ser liberada entre 10-12h após a infecção, chegando a pico após 24 
h. A completa destruição da célula ocorre após 30-48 h da infecção (Arslanágic et 





Até o momento, foram identificados e relatados vários genótipos para os grupos A e 
B, de diferentes regiões geográficas (Martinelli et al., 2014):  
 
Os genótipos de RSV A incluem: 
- GA1 – GA7 (Peret et al., 1998, 2000) 
- SAA1 (Venter et al., 2001) 
- NA1, NA2 (Shobugawa et al., 2009) 
- ON1 (Eshaghi et al., 2012) 
 
Os genótipos de RSVB incluem: 
- GB1 – GB4 (Peret et al., 1998) 
- SAB1 – SAB4 (Venter et al., 2001) 
- BA1 – BA12 (Trento et al., 2006; Dapat et al., 2010) 
 
Inicialmente, foram identificados sete subgrupos do tipo A, nomeados por A1 
a A7. Para o grupo B, quatro grupos, B1 a B4 (Anderson et al., 1991; Hall et al., 
1990). Posteriormente, foram classificados os genótipos como GA1 a GA7 para o 
tipo A, além do SAA1(Peret et al., 1998, 2000; Venter et al., 2001). Para o tipo B, 
genótipos GB1 a GB4 e SAB1 a SAB3 (Gilca et al., 2006; Venter et al., 2001). 
Posteriormente, foram descritos por Trento e colaboradores (2006), isolados 
em Buenos Aires, que continham uma inserção de 60 nucleotídeos na região C-
terminal do gene da proteína G, em RSVB.   
Posteriormente, foram incluídos os genótipos SAB4 e o genótipo BA já foi 
classificado em 12 tipos (BA1 – BA12) (Ahmed et al., 2016). 
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Já para o grupo A, foi identificado no Japão a emergência de novos 
genótipos, NA1 e NA2 (Shobugawa et al., 2009) e, posteriormente, foi identificado no 
Canadá um novo genótipo com a inserção de 72 nucleotídeos, caracterizando o tipo 
ON1 (Eshaghi et al., 2012). 
Os genótipos ON1 e BA foram sucessivamente substituindo os demais nas 
diversas partes do mundo, e já foram descritos em estudos de países dos diversos 
continentes (Ahmed et al., 2016). 
 
Tratamento e Profilaxia 
As estratégias incluem profilaxia, durante o período de maior incidência ou após 
exposição potencial e terapia precoce, quando o vírus for detectado ainda no trato 
respiratório superior (Simões et al., 2015). 
 
Palivizumabe 
O tratamento com palivizumabe foi aprovado em 1998 para prevenção de infecção 
respiratória severa do trato respiratório inferior causada por RSV em crianças com 
alto risco (Simões et al., 2015). Trata-se de um anticorpo monoclonal específico 
parcialmente efetivo na redução da hospitalização. É indicado somente para 3% das 
crianças que nasceram prematuras ou que possuem condição de risco, como 
doença cardíaca congênita, doença pulmonar crônica, imunodeficiência ou outra 
doença crônica severa (deClerq, 2015). Trata-se do único produto aprovado para 
prevenção de doença crônica severa, e possui custo elevado, além do risco de 
reações de hipersensibilidade (Rey-Jurado et al., 2017). A profilaxia é recomendada 
no primeiro ano de vida, respeitando a característica sazonal, para crianças que 
nasceram com menos de 29 semanas de gestação, e para aqueles que nasceram 
com menos de 32 semanas com doença pulmonar crônica, ou doença cardíaca, e 
para os que nasceram entre 32 a 35 semanas, com fatores de risco (Simões et al., 




O motavizumabe é um anticorpo monoclonal derivado do palivizumabe, que mostrou 
melhores resultados que o seu precursor em alguns ensaios. Porém, as análises 
ainda não foram totalmente conclusivas, e essa ação não foi confirmada em outros 
estudos (Simões et al., 2015). Derivados do motavizumabe têm demonstrado 
resultados promissores, porém ainda estão em fase de testes clínicos (Griffin et al., 
2016; Robbie et al., 2013). 
 
Imunização materna 
Outra estratégia em estudo refere-se à imunização materna. Foi demonstrado em 
ensaios iniciais que anticorpos capazes de neutralizar o RSV eram transferidos 
eficientemente através da placenta. Os recém nascidos mostraram menor produção 
viral quando infectados. Essa estratégia encontra-se em fase de estudos clínicos 
(Munoz et al., 2003; Blanco et al., 2015; Garg et al., 2016; Glenn et al., 2016). 
 
Ribavirina 
 A ribavirina consiste no único medicamento antiviral aprovado para o tratamento de 
infecção por RSV, porém, sua efetividade é altamente questionável, além de ser 
caro e possuir via de administração pouco viável para crianças (deClercq, 2014). 
Além disso, inalação de ribavirina mostrou possibilidade de mutagenicidade, 
teratogenicidade e carcinogenicidade em modelos pré-clínicos e risco associado aos 
profissionais de saúde envolvidos. Por esses motivos, seu uso tem sido restrito para 
populações de alto risco, como receptores de transplante de pulmão (Simões et al., 
2015). 
 
Interferência por RNA 
Outra opção de tratamento refere-se à terapia gênica baseada na interferência direta 
contra o RNAm da proteína do nucleocapsídeo do RSV. Possui atividade antiviral 
significativa em infecção experimental, através de spray nasal, e representa novas 




O tratamento oral com composto GS-5806 mostrou inibir a fusão mediada pela 
proteína F, resultando em redução da carga viral e dos sintomas. Esses efeitos, no 
entanto, foram observados em infecção experimental, e podem não ser equivalentes 
quando o tratamento for iniciado após um período maior de infecção, como ocorre 




Nos anos 60, foi realizada uma tentativa frustrada de vacinação, que não somente 
falhou na proteção contra o RSV, mas algumas crianças vacinadas desenvolveram 
doença grave após infecção natural, que resultaram em pneumonia severa e duas 
mortes (Kim et al., 1969). Após, foram realizadas diversas pesquisas com essa 
mesma finalidade, porém não há nenhuma vacina licenciada para RSV (Phan et al., 
2014).  
As glicoproteínas de superfície F e G são indutores da resposta imunológica, a partir 
da produção de anticorpos. São, portanto, os principais alvos para o 
desenvolvimento de vacinas (Dudas et al., 1998). As pesquisas mais promissoras 
referem-se às vacinas com vírus vivos atenuados, que seriam capazes de induzir 
resposta imune adequada, mais próxima à natural, quando comparada com vacinas 
inativadas ou de subunidades, principalmente se administrada na forma intranasal. 
Vacinas de vetores que expressam as proteínas F e/ou G, como o vírus Sendai 
(SeV) (Jones et al., 2014), vírus da doença de Newcastle (NDV), PIV3 bovino e PIV5 
apresentaram resultados promissores quanto à proteção do trato respiratório inferior 
em experimentos com animais (Phan et al., 2014).  
Atualmente, várias candidatas a vacinas encontram-se em fase clínica ou pré-clínica 
de desenvolvimento, e envolvem diversas estratégias (Rey-Jurado et al., 2017): 
- Anticorpos monoclonais anti-F:  
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 Motavizumabe/MEDI-524: Melhor neutralização que palivizumabe; Fases 
clínicas I, II e III mostram resultados similares ao palivizumabe e alguns 
efeitos adversos. 
 Motavizumabe/MEDI-8897: altos níveis de anticorpos neutralizantes de RSV; 
fase II em lactentes prematuros em andamento. 
- Anticorpo monoclonal anti-G: mAb 131-2G: reduz a inflamação pulmonar em 
BALB/c. 
- Combinação de VLP F, VLP G e DNA F de RSV: induz anticorpos IgG2a 
específicos para hRSV F, neutralizando anticorpos e previne a doença em BALB/c. 
- Policlonal anti-F: nanopartícula recombinante F: A imunização materna demonstrou 
proteção em modelos animais; imunogênica em mulheres saudáveis em idade fértil 
(estudos de Fase I e II); fase III em curso em mulheres no terceiro trimestre de 
gravidez e fase III concluída em outros adultos. 
- Vacina de DNA codificando a proteína F: SV pcD-F: a vacina tópica induz a 
resposta imune celular e mucosa e reduz a infiltração celular para os pulmões em  
BALB/c. 
- Vírus parainfluenza recombinante expressando proteínas F e G de RSV: rB/HIPV3: 
anticorpos neutralizantes de alta qualidade em hamsters. 
- BCG expressando proteína N de RSV: rBCG-N-hRSV: proteção contra a infecção 
em ratos, com redução da inflamação, e resposta de células T e anticorpos no soro. 
- Vacina viva atenuada:  
 RSV LID ΔM2-2: imunogênico em chimpanzés; estudo clínico de Fase I 
concluído. 
 RSV D46 cpΔM2-2: fase I em andamento. 
 RSV Medi ΔM2-2: fase I em andamento.  
 RSV ΔNS2 Δ1313: fase I em andamento. 
 OE4: estabilidade comprovada. 
- RSV em passagem atenuada: RSV cps2: fase I em andamento. 
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- Vacina intranasal baseada no vírus sendai vivo expressando gene F de RSV: 
SeVRSV: proteção em modelo animal, com modelo de anticorpo materno. 
- RSV recombinante sem gene G: Delta-G RSV: induz proteção duradoura e não 
resultou em replicação detectável de RSV em pulmões e lavados nasais em 
modelos animais. 
- RSV inativado: NE-RSV: previne a imunopatologia de RSV e promove respostas 
Th-1 / Th-17 em BALB/c. 
- VLPs contendo proteínas F, G ou SH:  
 VLPs F: altos níveis de anticorpos neutralizantes. 
 VLPs F e G: proteção contra a doença por redução da infiltração celular no 
pulmão, perda de peso e dano pulmonar. 
 DPX-RSV-SH: proteção em modelos animais, e ensaio clínico fase I mostrou 
segurança. 
- Partículas semelhantes a bactérias contendo antígeno F: RSV BLP: proteção em 
modelos animais. 
- Nanoanéis capazes de expor epítopos do sítio antigênico F: N-FsII- nanorings: 
proteção contra a doença, porém sem detecção de anticorpos neutralizantes. 
- Viaskin®-N: protege contra RSV em suínos e é administrado eficientemente 
através da pele e atinge células de Langerhans. 
- Proteína G recombinante com ciclosporina A: G+CSA: controla a imunopatologia 
do RSV. 
- Proteína de fusão estabilizada e pré e pós-fusão:  
 RSV F: induz anticorpos neutralizantes em modelos animais.  
 RSV-PreF: reações de anticorpos neutralizantes no ensaio clínico de fase I. 
 RSV F protein: resposta de anticorpos em camundongos BALB/c. 
- Peptídeo e polipeptídeo de proteína G: RSV G: previne a patologia de RSV e inibe 
a replicação de RSV em camundongos. 
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- DNA expressando a proteína F de RSV em combinação com AdV expressando o 
mesmo antígeno: DNA RSV: induz o recrutamento de células T específicos de RSV-
F para expansão no trato respiratório em modelos não humanos. 
- AdV expressando a proteína F de RSV: Ad5.RSV-F: fase I em andamento. 
- Vacina modificada vírus ankara expressando proteínas de RSV: MVA: fase III em 
andamento; seguro e imunogênico em adultos. 
- Vacina baseada no vírus parainfluenza 5: rPIV5-RSV-F and rPIV5-RSV-G: indução 
de soroneutralização em camundongos resultados promissores em camundongos. 
- Vacina baseada no AdV simian: PanAd3-RSV: fase clínica I em andamento. 
 
Tratamento convencional 
O tratamento convencional é apenas paliativo, e consiste em cuidados de suporte, 
incluindo hidratação, oxigênio e ventilação mecânica, quando necessário (Ravaglia 
et al., 2014). 
 




Os vírus mais frequentemente associados a infecções respiratórias são os RV 
(Gern, 2010). Esses vírus, cujo material genético é composto por RNA linear de 
polaridade positiva, pertencem à família Picornaviridae, gênero Enterovirus (Rieder 
& Brum, 2012; ICTV 2017) e são filogeneticamente classificados em três espécies, 
RV-A, RV-B e RV-C (Choi et al., 2015; Martin et al., 2015), que compreendem uma 
grande diversidade genética, com mais de 150 sorotipos (Chen et al., 2015). 
Inicialmente o tipo C foi descrito como responsável por doença de maior severidade, 
porém estudos posteriores mostraram que essa característica é controversa 
(Pierangeli et al., 2013; Choi et al., 2015). São altamente prevalentes, geneticamente 
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diversificados e associados a doenças do trato respiratório superior e inferior (Martin 
et al., 2015). Crianças, idosos e pacientes acometidos por asma, doença pulmonar 
obstrutiva crônica ou imunocomprometidos apresentam maior frequência de 
complicações respiratórias relacionadas aos RV (Greenberg, 2007).  
Segundo Watanabe et al (2011), em estudo realizado no Brasil, o RV foi 
detectado em 28,6 % das amostras analisadas, mostrando que a alta frequência 
desse vírus pode contribuir para o aumento da demanda por serviços de saúde em 
períodos de maior incidência de IRAs. Na região sul do Brasil, RV foi detectado em 
17% das amostras coletadas de crianças menores de 6 meses de vida 
hospitalizadas por bronquiolite aguda (Pitrez et al., 2005). Outro estudo mostrou a 
presença do RV em 18% e 29% respectivamente, em amostras coletadas de 
crianças nos anos de 2010 e 2011 (Giamberardin et al., 2016). Outros estudos 
demonstraram ainda a presença de RV em mais de 16% (Albuquerque et al., 2012) 
e em 29,6% (Costa et al., 2006) das amostras analisadas. 
Existem relatos de RV identificado em 25% dos pacientes hospitalizados com 
doença respiratória aguda grave na África do Sul (Pretorius et al., 2012). Na Zâmbia, 
em estudo realizado nos anos de 2011 e 2012, o vírus foi identificado isolado em 
1,5% das amostras, e em codetecção em 22,1% (Simusika et al., 2015). Nos 
Estados Unidos, uma pesquisa realizada com pacientes ambulatoriais, entre adultos 
e crianças, identificou RV em 5,1% das amostras analisadas (Zimmerman et al., 
2015). Estudo longitudinal realizado por Van der Zalm e colaboradores (2011) 
mostrou que o RV é altamente prevalente em crianças pequenas, devido à alta taxa 
de infecção, somada à enorme diversidade de subtipos. 37% das amostras foram 
positivas para o vírus analisado, sendo de 27 subtipos diferentes, e uma média de 3 
subtipos foi identificada em cada paciente no período de estudo. 
Não há vacina disponível para profilaxia do RV, devido principalmente à 







Os AdV, recentemente renomeados como mastadenovírus (ICTV 2017), podem 
provocar desde infecções respiratórias agudas até infecções gastrointestinais e 
oculares (Nemerow et al., 2012). Eles pertencem à família Adenoviridae, gênero 
Mastadenovirus, e possuem genoma composto por DNA linear de fita dupla (Moraes 
& Costa, 2012, ICTV 2017). Mais de 60 tipos já foram identificados e são 
classificados em sete espécies (A – G). Os diferentes tipos apresentam tropismos 
diferentes e estão relacionados às diversas manifestações clínicas. Infecções do 
aparelho respiratório são predominantemente causadas pelos tipos B, C ou E (Liu et 
al., 2015), infecções das conjuntivas pelos tipos B e D e do trato gastrintestinal pelos 
tipos F e G (Cook et al., 2017). 
Aproximadamente 5-7% das doenças respiratórias em crianças são atribuídas 
aos AdV (Qurei et al., 2012). Eles seriam responsáveis por 1 – 5% de todas as 
infecções respiratórias e por até 10% das pneumonias na infância, podendo estar 
associados a casos fatais ou com sequelas importantes (Ferone et al., 2014). 
 No Brasil, Albuquerque e colaboradores (2012) demonstraram a presença de 
AdV entre os vírus detectados em amostras coletadas de crianças com infecção 
aguda do trato respiratório. Em 2011, foi identificado em 4,54% das amostras 
analisadas em estudo realizado na região sul do Brasil (Sparremberger et al., 2011). 
Em estudo anterior, realizado por Nascimento et al (1991), os AdV foram o segundo 
grupo mais frequente entre as espécies virais encontradas nesse tipo de amostra, 
assim como demonstrado por Ferone e colaboradores (2014), com uma taxa de 
positividade para AdV de 15,8 %, ficando apenas atrás do RSV, em crianças 
menores de dois anos internadas em hospital São Paulo. Em estudos realizados ao 
redor do mundo, os AdV foram identificados em diversos amostras, variando entre 
detecção individual e codetecção na Zâmbia: 2% e 34,7% respectivamente 
(Simusika et al., 2015) e em 8,7% das amostras positivas entre 2007 a 2012 na 






Respirovírus, rubulavirus (Vírus Parainfluenza)  
O PIV representa uma importante causa de doenças tanto do trato respiratório 
superior como inferior, principalmente em crianças (Liu et al., 2013). Recentemente 
renomeado como respirovírus humanos (tipos 1 e 3) e rubulavirus humanos (tipos 2 
e 4) , eles pertencem à família Paramyxoviridae (ICTV 2017) e seu material genético 
é formado de RNA de fita simples de sentido negativo (Mao et al., 2012). Existem 
quatro tipos de PIV. Os tipos 1 e 3 pertencem ao gênero Respirovirus e os tipos 2 e 
4 pertencem ao gênero Rubulavirus (Arns et al., 2012). A maioria das características 
estruturais e biológicas são semelhantes entre esses tipos, mas cada um é mais 
comum em determinadas faixas etárias e causa diferentes doenças, como infecção 
das vias aéreas superiores, crupe, bronquite e pneumonia.  As infecções pelo PIV 
são recorrentes durante toda a vida (Mao et al., 2012) e podem estar associadas a 
exacerbações virais de doenças crônicas das vias aéreas, asma, DPOC, ou 
rinossinusite crônica (Pawetczyk et al., 2017).  
 Estudos mostram incidência de PIV em casos de IRAs de 3,7 a 7,8% ( Liu et 
al., 2013; Pilger et al., 2011; Costa et al., 2006, Simusika et al., 2015). No Brasil, 
estudos mostraram a identificação desses vírus em 6,3 %, 9,13 %, 16,8 % e 9,1 % 
das amostras (Costa et al., 2006; Giamberardin et al., 2016; Gardinassi et al., 2012; 
Nascimento et al., 2010), sendo o tipo 3 sempre em maior número. 
 
Vírus Influenza 
Os vírus Influenza (Flu) causam doença respiratória aguda em humanos e 
possuem a habilidade de causar epidemias anuais recorrentes e algumas 
pandemias, atingindo quase todas as faixas etárias em um curto período. Pertencem 
à família Orthomyxoviridae, gênero Influenzavirus (ICTV 2017), possuem material 
genético composto por RNA de fita simples segmentada e são subdivididos em três 
tipos, A, B e C (Neto et al., 2003; Mori et al., 2012). Recentemente, foi incluído o tipo 
D (ICTV 2017). As duas glicoproteínas mais importantes presentes em sua 
superfície são a hemaglutinina (H) e a neuraminidase (N). Para o tipo A, existem 
vários tipos de hemaglutininas e neuraminidases altamente variáveis. Com base 
nesses diferentes antígenos, ele é subdividido de acordo com as combinações de H 
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e N. O tipo B possui estrutura semelhante, porém sem variações nas características 
antigênicas que caracterizem uma subdivisão (Moghadami, 2016).  
  A natureza fragmentada do seu material genético induz altas taxas de mutação 
durante a fase de replicação, em especial da hemaglutinina e neuraminidase. Estas 
mutações ocorrem de forma independente e frequentemente provocam o 
aparecimento de novas variantes para as quais a população ainda não apresenta 
imunidade (Neto et al., 2003).  
Um grande número de partículas virais está presentes nas secreções 
respiratórias de pessoas infectadas, o que facilita a transmissão. A doença 
geralmente regride em poucos dias, porém pode levar a complicações e até mesmo 
à morte.  Maiores taxas de mortalidade são observadas entre a população idosa, 
além das condições médicas de alto risco, como extremos de idades, doenças 
cardiovasculares e doenças metabólicas como diabetes mellitus, além de 
representar risco para gestantes, principalmente no segundo e terceiro trimestres da 
gravidez (Moghadami, 2016).   
Os inibidores de neuraminidase oseltamivir e zanamivir são licenciados, e podem 
ser utilizados para profilaxia pós-exposição e para tratamento iniciados após 48 h da 
exposição ou 36 h do início dos sintomas (Tregoning et al., 2010).  A melhor forma 
de prevenção é a administração anual da vacina, pois devido ao caráter mutagênico, 
novas vacinas são produzidas anualmente baseadas nos vírus circulantes 
(Moghadami, 2016).  
Estudos realizados no Brasil identificaram Flu A e B em 9,5 % das amostras 
coletadas de aspirados nasofaríngeos em Uberlândia/MG (Costa et al., 2006), 2,6 % 
nesse mesmo tipo de amostra em São Paulo/SP (Nascimento et al., 2010), 29,6 % 
em estudo realizado na região sudeste do Brasil (Giamberardin et al., 2016), 4,7 % 
em crianças no interior de São Paulo (Gardinassi et al., 2012) e em 9,3 % em 
cidades dos estado do Rio de Janeiro (Albuquerque et al., 2012). Em outro estudo, 






Uma porção significativa das infecções respiratórias de etiologia viral pode ser 
atribuída ao MPV. Esse vírus é capaz de provocar desde infecções das vias aéreas 
superiores até infecções graves do trato respiratório inferior e sua patogênese 
assemelha-se à do RSV (Cox et al., 2013).  
O MPV pertence à família Pneumoviridae, gênero Metapneumovirus (ICTV 2017) 
e possui genoma composto por RNA de fita simples e sentido negativo. Compreende 
dois grupos genéticos, A e B, que são subdivididos em dois tipos: 1 e 2 (Ren et al., 
2015). 
No mundo, a prevalência pode variar de 2,2 a 42% (Parmezan et al., 2011). 
Especificamente em crianças, a prevalência é de 5 a 15% com re-infecções por toda 
a vida (Hart et al., 2007). No Brasil, segundo pesquisa realizada na região sudeste 
por Thomazelli et al (2007), o MPV encontra-se entre os agentes mais importantes 
de IRAs em pediatria e sua incidência pode variar a cada ano, podendo competir ou 
exceder a incidência do RSV. Outros estudos realizados no Brasil mostraram 
incidências de 3,9% (Debur et al., 2010), 5,6% (da Silva et al., 2007), 14,5% (Pilger 
et al., 2011) e 17,8% (Thomazelli et al., 2007). Pesquisas em outras partes do 
mundo mostram identificação em 20,6%, nesse caso todos em codetecção 
(Simusika et al., 2015) e 17% (Wu et al, 2015). 
Não existe vacina disponível contra o MPV, embora várias possibilidades sejam 
consideradas para o seu desenvolvimento em pesquisas pelo mundo, com 
resultados promissores (Ren et al., 2015).  
Há evidências de que a co-infecção por RSV e MPV provoca doença mais severa 
(Hart et al., 2007). 
 
Coronavírus 
Os CoV são um dos mais freqüentes agentes infecciosos associados ao resfriado 
comum, responsáveis por 10 a 15% dos casos (Aitken & Jeffries, 2001). São vírus 
de RNA fita simples de sentido positivo, suscetível a uma alta frequência de 
recombinações e mutações principalmente por conta da produção de RNAs 
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mensageiros subgenômicos e “erros” cometidos pela RNA-polimerase (Bochkov et 
al., 2007; Cavanagh, 2005; Cavanagh, 2007; Ignjatovic et al., 2006). Os CoV 
pertencem à família Coronaviridae e podem ser classificados em quatro diferentes 
gêneros: alpha-, beta-, gamma- e deltacoronavirus (Belouzard et al., 2012; Maier et 
al., 2012, ICTV 2017).  
As espécies que infectam humanos são: CoV-OC43, CoV-229E, SARS-CoV, 
CoV-NL63 e CoV-HKU1 (Hart et al., 2007; Dijkman & Hoek et al., 2009; Belouzard et 
al., 2012). Os CoV-NL63 e CoV-229E, membros do gênero alphacoronavirus, podem 
ser responsáveis por até 5% das IRAS de origem respiratória, principalmente 
durante o inverno, com casos frequentes de co-infecções (Dijkman & Hoek, 2009).  
Além desses, outros CoV podem provocar síndromes respiratórias graves.  
No Brasil, pesquisas realizadas em diversas regiões apontaram a presença do 
CoV em 14% das amostras (Albuquerque et al., 2012), em 5% no ano de 2010 e 1% 
em 2011 (Giamberardim et al., 2016) e 2,6% (Nascimento et al., 2010). Estudo 
realizado em adultos e crianças nos EUA, identificou CoV em 11,9% das amostras 
(Zimmerman et al., 2015). Em outro trabalho, a identificação foi de 1% do vírus 
isolado, e 23,1% de codetecção com outros vírus nas amostras analisadas 
(Simusika et al., 2015). 
O SARS-CoV foi responsável por uma pandemia de síndrome respiratória aguda 
grave a partir de 2003 (Hart et al., 2007). Menos de uma década depois, um novo 
CoV, o betacoronavirus CoV-EMC, foi identificado como o causador de pneumonias 
graves com características muito parecidas com a SARS  (Corman et al., 2012).   
 
Bocavírus 
O BoV causa uma infecção clinicamente similar às outras infecções virais 
respiratórias, com sintomas que incluem febre, tosse e chiado (Hustedt et al., 2010). 
Em casos de agravos, são observados também bronquite, bronquiolite e pneumonia 
(Silva et al., 2010)  
Esse vírus possui material genético composto por DNA linear de fita simples 
(Abdel-Moneim et al., 2013). São vírus não envelopados e icosaédricos (Proença-
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Modena, 2009). Até o momento, foram identificados três tipos: BoV 1, BoV2 e BoV3, 
sendo que apenas o tipo 1 foi associado a IRA. Em relação à variabilidade genética, 
foram descritas duas linhagens bem conservadas, ST1 e ST2 (Silva et al., 2010), 
com uma identidade de aproximadamente 98 % (Proença-Modena, 2009). Possui 
três ORFs, codificando quatro proteínas: VP1, VP2, NS1 e NP1.  
Além do trato respiratório, o vírus já foi identificado no sangue, soro, urina, e em 
gastroenterites, porém a via aérea é apontada como principal via de transmissão 
(Silva et al., 2010). Estudo comparando a infecção do trato respiratório por BoV, 
única ou não, mostrou que o diagnóstico clínico mais comum em que esse vírus foi 
identificado sozinho compreendia exacerbação da asma, seguido por pneumonia 
(Calvo et al., 2016).  
A taxa de incidência do BoV pode variar de 3 a 19% em amostras respiratórias 
de crianças com doença respiratória aguda, porém seu papel patogênico nem 
sempre fica claro porque outros vírus normalmente são detectados nas mesmas 
amostras (Pilger et al., 2011). A patogenicidade desse vírus em doenças 
respiratórias já foi questionada, porém estudos mais específicos demonstraram que 
ele representa sim um patógeno envolvido nas infecções do trato respiratório de 
crianças (Calvo et al., 2016). Ele afeta principalmente crianças de 6 a 24 meses, que 
apresentam menor risco de hospitalização do que crianças com menos de 6 meses 
de vida. Além disso, co-infecções são identificadas em cerca de 83 % dos casos (del 
Rosal et al., 2016). Estudos realizados no Brasil mostraram incidência de 13,2% 
(Pilger et al., 2011; Amaral et al., 2013), 7,8% (Albuquerque et al., 2012) e 0,76% 
(Silva et al., 2010).  
 
Enterovírus 
O EV é um membro do gênero Enterovirus, família Picornaviridae, que consiste 
em um capsídeo não envelopado em torno de uma molécula de RNA de cadeia 
simples e polaridade positiva (Wang et al., 2012; ICTV 2017). Os picornavírus são 
reconhecidos como a causa mais frequente de nasofaringite aguda. A transmissão 
do EV ocorre normalmente por via fecal-oral, embora também aconteçam 
transmissões por via respiratória (Parody et al., 2007). Em estudos realizados no 
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Brasil, publicados entre os anos de 1998 e 2010, o EV foi detectado em 3 a 20,8% 
das amostras (Portes et al., 1998; Nascimento et al., 2010; Silva et al., 2012). 
As infecções respiratórias agudas apresentam alta incidência e são responsáveis 
por grande número de internações em todo o mundo. Além dos custos acarretados 
aos sistemas de saúde, a doença pode evoluir para formas graves e até mesmo 
levar os pacientes a óbito. Vários estudos mencionados acima apontam o 
envolvimento e a importância de agentes virais em doenças respiratórias, 
principalmente em crianças. Assim, o presente estudo objetiva investigar em 
crianças hospitalizadas na região de Campinas-SP a presença de nove espécies 
virais com potencial repercussão em saúde pública. Desta forma este estudo vem 
complementar o conhecimento epidemiológico sobre estes vírus, já que pouco se 
conhece a respeito de suas características genéticas e sobre a ocorrência de co-
infecções na região de abrangência determinada. Por meio deste trabalho, será 
possível identificar os agentes virais presentes nessas crianças e avaliar o real risco 
que representam, podendo assim, fornecer dados basais para o planejamento de 












2. OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar, em crianças hospitalizadas na região de Campinas/SP, o perfil clínico-
epidemiológico e a presença de nove espécies virais envolvidas em infecções 




















3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
 Determinar o perfil clínico-epidemiológico das crianças envolvidas no 
estudo. 
 Determinar a ocorrência de cada vírus analisado nas amostras coletadas 
durante os anos de 2013 e 2014. São eles: Metapneumovírus, Adenovírus 
A/B/C/D/E, Vírus Parainfluenza 1, Parainfluenza 2, Parainfluenza 3, 
Parainfluenza 4, Coronavirus 229E/NL63, Coronavirus OC43, Rinovirus 
A/B/C, Virus influenza A, Vírus influenza B, Vírus sincicial respiratório A, 
Vírus sincicial respiratório B, Bocavírus 1/2/3/4 e Enterovírus. 
 
 Detectar a ocorrência de infecções múltiplas. 
 
 Realizar sequenciamento para caracterizar genótipos circulantes do RSV. 
 




















4.1.  AMOSTRAS 
 
As amostras foram coletadas de todos os pacientes menores de 2 anos de idade 
internados com quadro de BVA grave que necessitaram de oxigenoterapia, em três 
hospitais localizados na região de Campinas/SP/Brasil: Hospital de Clínicas da 
UNICAMP, Hospital Vera Cruz (Campinas/SP) e Hospital Estadual de Sumaré 
(Sumaré/SP), nos anos de 2013 e 2014.  
A coleta foi realizada através de lavado nasofaríngeo imerso imediatamente em 
RNAprotect® Cell Reagent (Qiagen, CA, USA). Esse material, após estocagem de 
sete dias em geladeira a -4°C, foi armazenado em freezer a -80°C no Laboratório de 
Virologia/Instituto de Biologia/UNICAMP até a realização dos ensaios.  
 Os pacientes foram avaliados em relação a variáveis epidemiológicas, 
evolução do quadro e presença de vírus nas amostras coletadas. 
 
 Variáveis epidemiológicas que foram avaliadas: 
 Gênero: masculino ou feminino. 
 Etnia: caucasóide, negróide ou mongolóide. 
 Idade (em meses).  
 Prematuridade: nascimento com menos que 32 semanas gestacionais, entre 
32 e 36 semanas e 6 dias de idade gestacional ou com 37 ou mais semanas 
de idade gestacional. 
 Época do ano em que nasceram. 
 Duração do aleitamento materno (em meses). 
 Tabagismo passivo: presença ou ausência de fumante morando na casa da 
criança. 
 Doença pulmonar crônica: presente ou ausente. 
 Cardiopatia congênita: presente ou ausente. 
 Número de irmãos. 
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 Número de pessoas que vivem na mesma casa. 
 Escolaridade materna. 
 Antecedente materno para atopia: presente ou ausente. 
 Antecedente paterno para atopia: presente ou ausente. 
 Frequência à escola: presente ou ausente. 
 
Estes dados foram coletados com os responsáveis pelos pacientes através do 
questionário apresentado no ANEXO I. 
 
 Evolução do quadro: 
Foi realizado um acompanhamento prospectivo dos pacientes até o momento 
da alta. Os parâmetros avaliados foram: 
 Duração da internação. 
 Duração da oxigenoterapia. 
 Necessidade e duração da internação na UTI. 
 Necessidade e duração de ventilação mecânica. 
 Evolução à óbito. 
 
Aspectos Éticos 
 A pesquisa foi aprovada pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa 
(CAAE: 00869612.7.0000.5404). 
 Os representantes legais dos pacientes receberam todas as explicações 
sobre o projeto de pesquisa e assinaram o “Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido”, conforme ANEXO II. 
 
4.2.  PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS 
Antes de iniciar a extração, cada amostra imersa em reagente protetor de 
material genético foi centrifugada e o sobrenadante removido, conforme protocolo do 
RNAprotect® Cell Reagent (Qiagen, CA, USA).  
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4.3.  EXTRAÇÃO DE DNA e RNA 
 
Para realizar a extração de DNA e RNA viral foi utilizado o Allprep DNA RNA kit 
(Qiagen, CA, USA) conforme recomendações do fabricante. As amostras foram 
primeiro lisadas e homogeneizadas em um tampão contendo guanidina-isocianato, 
que são capazes de inativar imediatamente DNAses e RNAses para assegurar o 
isolamento do DNA e do RNA. O material passou, então, através de uma coluna 
que, em combinação com o tampão de alto teor salino, permitiu a ligação seletiva do 
DNA genômico. A partir daí, o DNA foi isolado. Para isso, foram utilizados tampões 
(AW1, AW2 e EB). Em seguida, foi adicionado etanol ao fluxo da coluna para 
proporcionar condições adequadas ao isolamento do RNA, e a amostra foi 
adicionada. Desse modo, o RNA total se ligou à membrana e permitiu o seu 
isolamento. Para essa etapa, foram utilizados tampões (RW1 e RPE) e, ao final, 
água RNAse-free para extrair o RNA da coluna. A extração foi realizada em fluxo e 
sala exclusivos para esse fim, e todo material utilizado foi mantido apenas nesse 
ambiente para evitar contaminações.  
 
4.4.  SÍNTESE DE cDNA  
 
O cDNA foi transcrito utilizando-se o kit High Capacity cDNA Reverse 
Transcription (Applied Biosystems, CA, USA). Foram utilizados 10L de RNA total ao 
qual foi adicionado 4,2L de água DEPC (Dietilpirocarbonato – Sigma), 2,0µL de 
buffer (10XRT), 2,0µL de randomprimers (10X), 0,8µL dNTP (25X – 100 mM) e 
1,0µL da enzima transcriptase reversa multiscribe (50 U/µL). Em seguida, o material 







Etapa Nº de ciclos Temperatura Duração 
1 1 25 °C 10 min 
2 1 37 °C 120 min 
3 1 85 °C 5 min 
4 1 4 °C Indeterminada 
 
 
4.5.  PCR 
 
PCR Multiplex 
As reações de PCR foram realizadas utilizando-se o kit Seeplex® RV15 ACE 
Detection (Seegene, MD, USA), que é um teste qualitativo in vitro para a detecção 
de 15 patógenos respiratórios em aspirados nasofaríngeos. Para isso, foi preparado 
mix contendo RV15 ACE PM, 8-Mop Solution e 2X Multiplex Master Mix. Foram, 
então, preparados tubos contendo alíquotas de 17 µl de mix e 3 µl de cada amostra 
de DNA + cDNA. Os tubos foram colocados em termociclador Eppendorf 
vapo.protect  pré-aquecido (94 °C) e a reação foi realizada com a seguinte 
programação:  
Etapa Nº de ciclos Temperatura Duração 
1 1 94 °C 15 min 
2 40 94 °C 0,5 min 
  60 °C 1,5 min 
  72 °C 1,5 min 
3 1 72 °C 10 min 




A detecção foi realizada em gel de agarose 2 % contendo GelRed (Biotium®) em 
tampão PBS, utilizando cuba Thermo scientific - Owl easycast B2 . A visualização 
deu-se por meio de luz UV, em transiluminador  UV: Vilber Lourmat ECX – 20.M. 
As reações foram realizadas em três sets, para a identificação dos vírus 
seguintes: 
 
Set A Tamanho da banda no gel de agarose (pb) 
Controle interno 850 
Adenovírus A/B/C/D/E 534 
Coronavirus 229E/NL63 375 
Parainfluenza 2 264 
Parainfluenza 3 189 
Parainfluenza 1 153 
Set B Tamanho da banda no gel de agarose (pb) 
Controle interno 850 
Coronavírus OC43 578 
Rinovírus A/B/C 394 
Vírus sincicial respiratório A 269 
Influenza A 206 
Vírus sincicial respiratório B 155 
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Set C Tamanho da banda no gel de agarose (pb) 
Controle interno 850 
Bocavírus 1/2/3/4 579 
Influenza B 455 
Metapneumovírus 351 




4.6.  SEQUENCIAMENTO 
 
Baseado na positividade para RSV, foram selecionadas amostras para a 
realização do sequenciamento, de representantes dos grupos A e B.  
 
PCR RSV 
Para o sequenciamento, foram realizadas novas reações de PCR, a fim de 
amplificar uma região específica hipervariável da proteína G. Para isso, foi utilizado 
o primer Gr5 (5’-CTGGCAATGATAATCTCAACTTC-3’), que corresponde às bases 
151-173 da proteína G e o primer reverso FV (5’-
GTTATGACACTGGTATACCAACC-3’), que corresponde às bases 163-186 do gene 
F da cepa 18537 (da Silva, 2007). A amplificação foi realizada em 35 ciclos. Na 
segunda etapa da reação, foram utilizados os primers Gr5 e F1 (5’-
CAACTCCATTGTTATTTGCC-3’), que corresponde às bases 3-22 do gene F (da 
Silva, 2007). A amplificação foi realizada nas mesmas condições da primeira reação. 
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Os produtos gerados na segunda reação correspondem aos subgrupos A e B e 
possuem 900 pb. A visualização deu-se por meio de luz UV. 
 
Etapa Nº de ciclos Temperatura Duração 
1 35 94 °C 1 min 
  55 °C 1 min 
  72 °C 1 min 
2 1 72 °C 7 min 
3 1 4 °C Indeterminada 
 
 
Isolamento e Purificação 
Os produtos de PCR foram isolados a partir de géis de agarose a 1%, purificados 
utilizando-se o kit de purificação MiniElutePCR (Qiagen, CA, EUA) e quantificados 
utilizando-se o Qubit fluorometer (Invitrogen, MA, EUA). Após a quantificação, as 
amostras foram diluídas para a concentração de 5 a 20 ng/µl. 
 
Sequenciamento 
Cada produto purificado foi sequenciado em ambas as direções usando o 3.1 kit 
Big Dye®Cycle Sequencing Terminator (Applied Biosystems TM, CA, EUA), 
seguindo as instruções fornecidas pelo fabricante. Essa etapa foi realizada no 
Laboratório Central de Tecnologias de Alto Desempenho (LaCTAD / UNICAMP, São 
Paulo, Brasil). 
 
4.7.  ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS E FILOGENIA 
As sequências parciais de RSV A e B foram comparadas com referências 
disponíveis no GenBank. O alinhamento múltiplo das sequências foi realizado 
usando o programa Clustal W version 1.83 e a edição foi realizada manualmente 
com o programa BioEdit v7.2.6 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). 
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As árvores foram obtidas utilizando MEGA (KUMAR et al., 2016). A robustez dos 
agrupamentos de cada árvore filogenética foi realizada com bootstrap de 1000 
repetições para o Neighbor-Joining (NJ). O melhor modelo de substituição 
nucleotídica foi estimado a partir dos dados com Modeltest disponível no Mega 7. As 

























5.1.  COLETA 
 
As amostras foram coletadas de 173 pacientes internados, entre os meses de 
março a setembro dos anos 2013 e 2014, em hospitais da região, de complexidades 
primária, secundária e terciária.  
Durante o período do estudo, foram coletados dados e amostras de todos os 
casos que ocorreram nesses hospitais, de acordo com os critérios definidos para a 
pesquisa. Os pacientes que apresentaram alguma característica diversa dos 
critérios, como ocorrência de episódio anterior de sibilância, foram descartados do 
trabalho. 
De acordo com o gráfico 1, o número de casos foi bem semelhante entre os anos 
de 2013 e 2014. O pico de incidência ocorreu entre os meses de abril e maio, e as 





Gráfico 1: Amostras coletadas nos anos de 2013 e 2014 de pacientes com 
bronquiolite em três hospitais da região de Campinas/SP/Brasil 
 
Durante os anos de realização da coleta, as variações de temperatura 
apresentaram um padrão semelhante ao longo das estações, com maiores 
temperaturas registradas em 2014. Em 2013, houve um maior volume de chuvas 
nos primeiros meses do ano, em comparação com o ano seguinte, em que houve 
um aumento apenas nos últimos meses do ano (CEPAGRI, UNICAMP). Esses 





























Gráfico 2: Variação de temperatura e volume de chuvas nos anos de 2013 e 





















 Das 173 amostras coletadas, 61,5 % (107) foram coletadas no Hospital de 
Clínicas da UNICAMP, 25 % (43) no Hospital Vera Cruz, e 13,5 % (23) no Hospital 
Estadual de Sumaré, conforme o Gráfico 3.  
 
       
Gráfico 3: Amostras coletadas no HC UNICAMP, Hospital Vera Cruz e Hospital 
Estadual de Sumaré nos anos de 2013 e 2014 de crianças internadas com 
bronquiolite. 
 
Os dados referentes ao perfil geral da população envolvida na pesquisa são 

























Tabela 1: Características gerais dos pacientes envolvidos na pesquisa 
(crianças internadas com bronquiolite na região de Campinas/SP nos anos de 
2013 e 2014). 
Características Epidemiológicas 
  Total % 
Sexo Masculino 99 57 
Prematuridade (<37 sem ) 36 20,8 
LM Exclusivo 133 76,8 
Pneumonia 3 1,7 
Doença Cardíaca 11 6,3 
Tabagismo gestacional 17 9,8 
Tabagismo passivo 46 26,5 
Frequência à creche 24 13,8 
Cesárea 99 57 
Ausência de Fatores Ambientais 40 23 
Antecedente Familiar de Atopia 101 58 
  Média Mín - Máx 
Peso ao nascimento (g) 3025 0,565 - 4850 
Idade Gestacional 37,45 28 - 42 
Idade (dias) 136 14 - 621 
Número de irmãos  1,3 1 - 7 
Número de pessoas na casa 4,5 2 - 13 
Escolaridade Materna 
 Total % 
Ensino Fundamental 41 23,6 
Ensino Médio 59 34 
Graduação/Pós-Graduação 16 9,2 
Evolução do Quadro Clínico 
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  Média Mín - Máx 
Tempo de Internação 8,83 1 - 64 
Tempo de Oxigenoterapia 7,23 1 - 63 
Tempo de Ventilação Mecânica 8,9 2 - 37 
Tempo em UTI 9,2 2 - 37 
                                                                                                    Total % 
Óbito 5 2,89 
UTI 59 34,1 
Ventilação Mecânica 37 21,3 
 
De acordo com a Tabela 1, a maior parte dos pacientes atendidos (57%) era do sexo 
masculino, 20,8% nasceram prematuramente, com menos de 37 semanas de 
gestação, a maior parte das crianças (76,8%) recebeu aleitamento materno 
exclusivo até os seis meses de vida, ou ainda não tinham completado essa idade e 
ainda recebiam exclusivamente essa alimentação.  
Em relação a doenças prévias, 1,7% possuía histórico de pneumonia e 6,3% de 
doença cardíaca. Foram expostas ao tabagismo durante a gestação 9,8% das 
crianças e, após o nascimento, 26,5% delas. No momento do estudo, 13,8% das 
crianças já frequentavam creches. Em relação ao tipo de parto, 57% nasceram por 
meio de cesariana.  
Considerando os fatores ambientais que podem influenciar o quadro clínico, como 
presença de mofo, carpete, animais domésticos ou bichos de pelúcia nas 
residências, 23% dessas crianças não foram expostas a nenhum desses fatores, e 
58% delas possuíam algum antecedente familiar de atopia, como dermatite, rinite ou 
asma de pais e/ou irmãos.  
As crianças envolvidas no estudo possuíam uma idade média de 136 dias, variando 
entre 14 e 621. O peso médio ao nascimento foi de 3026 g, sendo que o peso 
mínimo foi de 565 g. A idade gestacional média foi de 37,45 semanas, variando 
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entre 28 e 42. O número de irmãos variou entre 1 e 7, com uma média de 1,3. O 
número de moradores na residência variou entre 2 e 13, com média de 4,5.  
Em relação à escolaridade materna, o ensino médio completo foi predominante 
(34%), seguido pelo fundamental completo (23,6%), e pela graduação ou pós 
graduação (9,2%).  
Sobre a evolução do quadro clínico dos pacientes envolvidos no estudo, o tempo 
médio de internação foi de 8,83 dias, variando entre 1 e 64 dias. O tempo de 
oxigenoterapia variou entre 1 e 63 dias, com média de 7,23. A ventilação mecânica 
não foi utilizada para todos os pacientes, e variou entre 2 e 37 dias, com média de 
8,9. O tempo em UTI, que também não foi necessária para todos os pacientes, foi 
de, em média, 9,2 dias, variando entre 2 a 37 dias. O número de crianças que 
necessitaram de ventilação mecânica durante o período de internação foi 37 
(21,3%), e 59 delas foram submetidas a tratamento em UTI (34,1%). Um total de 5 
crianças (2,89%) evoluíram a óbito. Desses, um caso teve meningite diagnosticada e 
apontada como causa do óbito. Os demais correspondem a crianças em cujas 
amostras foram identificados RV em dois casos e RSVA nos outros dois,  
 
 
5.2.  Identificação Viral e Dados Gerais 
 
Através das reações de PCR foram identificados os vírus presentes em cada 
uma das 173 amostras analisadas, dentre as opções disponíveis no kit utilizado. 
Foram identificadas 8 amostras negativas no ano de 2013, e 14 no ano de 2014, 
totalizando 22 amostras negativas para os vírus analisados. As demais amostras 
(151) foram consideradas positivas para 1 ou mais vírus. 
A figura 1 mostra um exemplo de resultado verificado após PCR de 10 amostras, 




Figura 1: fotografia de gel de agarose a 2% destacando o padrão de 
visualização dos resultados. O marcador de peso molecular B (MB) 
corresponde ao padrão utilizado no set B para identificação de 5 resultados. 
Nesse caso, 4 amostras positivas para RV (159,162, 166 e 167), 5 amostras 
positivas para RSVA (158, 161, 163, 164, 165) e 2 amostras positivas para RSVB 
(160, 166). 
 
Conforme Gráfico 4, o RSV A foi identificado em 47 % das amostras, o RSV B foi 
identificado em 16 %, o RV em 24 %, o AdV em 4 % e o MPV em 2 %. Os vírus EV, 
BoV, PIV 1, 3 e 4, Flu A e CoV 229E/NL63 foram encontrados em 7 % das amostras. 








Gráfico 4: Identificação viral nas amostras coletadas nos anos de 2013 e 2014 
em Hospitais da região de Campinas/SP/Brasil. *Outros: EV, BoV, PIV 1, 3 e 4, 
Flu A e CoV 229E/NL63. 
 
     No ano de 2013, foram coletadas 95 amostras. O RSV A foi predominante, 
identificado em 63 delas, RSV B em 10, o RV em 25 e os demais vírus apareceram 
em 0 a 3 amostras cada um. Em 2014, foram coletadas 78 amostras, que 
apresentaram RSV A em 28 delas, RSV B em 21, RV em 25, e os demais vírus em 
até 5 amostras cada. 
De acordo com a tabela 2 e o Gráficos 5, o RSV A foi predominante nos dois 
anos, porém a diferença entre os tipos A e B foi significativamente maior no ano de 
2013. Todos os vírus identificados apresentaram padrão semelhante nos dois anos 
considerados, porém destacou-se a predominância mais significativa do RSV A no 
ano de 2013. Muitos deles apresentaram-se em maior quantidade em codetecções 


















Tabela 2: Vírus identificados nas amostras de crianças internadas com 
bronquiolite em hospitais da região de Campinas/SP nos anos de 2013 e 2014. 
Vírus Identificado: 2013 2014 Total parcial Total 
RSVA 
Isolado 46 21 67 
91 
Codetecção 17 7 24 
RSVB 
Isolado 7 13 20 
31 
Codetecção 3 8 11 
RV 
Isolado 11 12 23 
46 
Codetecção 14 9 23 
AdV 
Isolado 0 1 1 
8 
Codetecção 3 4 7 
CoV 
229E/NL63 
Isolado 0 0 0 
3 
Codetecção 2 1 3 
MPV 
Isolado 1 0 1 
3 
Codetecção 2 0 2 
EV 
Isolado 0 0 0 
2 
Codetecção 1 1 2 
BoV 
Isolado 0 0 0 
1 
Codetecção 0 1 1 
FluA 
Isolado 0 1 1 
2 
Codetecção 1 0 1 
PIV1 
Isolado 0 0 0 
3 
Codetecção 2 1 3 
PIV3 
Isolado 0 0 0 
1 
Codetecção 1 0 1 
PIV4 
Isolado 0 1 1 
3 







Gráfico 5: Vírus identificados em cada ano de coleta 
 
O gráfico 6, por sua vez, destaca a incidência de cada vírus nos diferentes meses 
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Gráfico 6: Incidência mensal dos vírus detectados por PCR nos anos de 2013 e 









































Dentre as 151 amostras positivas, houve codetecções em 37 delas, entre dois ou 
três vírus, conforme descrito na Tabela 3. Nela, são apresentados também dados 
gerais sobre esses casos, inclusive os fatores de risco correspondentes a cada um 
desses pacientes.  
Os casos de codetecções identificados em maior número foram entre RV e 
RSV A ou B. Em muitos desses casos, os pacientes apresentaram além da co-
infecção, muitos fatores de risco associados. Porém, o tempo de internação, 
oxigenoterapia, UTI e ventilação mecânica não se mostraram diretamente 
proporcionais a esse parâmetro. Os casos de co-infecções por três vírus também 
não apresentaram relação com a maior gravidade, e os parâmetros foram variáveis 
nos diversos tipos de infecção. Nenhuma delas apresentou tendência considerável 
para maior ou menor gravidade. Isso fica evidenciado, também, através da Tabela 
3. 
 
Tabela 3: Relação entre codetecção e gravidade (avaliada pelo tempo de 
internação, oxigenoterapia, UTI e ventilação mecânica), comparando pacientes 








(Posit. 1 vírus) 
Grupo C 
N=32 
(Posit. 2 vírus) 
Grupo D 
N=5 
(Posit. 3 vírus) 
Internação (dias) 7,9 (3-18) 9,19 (1-64) 8,4 (1-25) 7,2 (4-13) 
Oxigênio (dias) 6,18 (2-15) 7,6 (1-63) 6,7 (1-24) 5,4 (2-12) 
UTI (dias) 2,0 (0-14) 3,7 (0-37) 2,4 (0-20) 2 (0-10) 
Vent. Mec. (dias) 1,3 (0-11) 2,3 (0-37) 1,3 (0-18) 0 
Óbitos 0 4 1 0 
 
Em relação à evolução do quadro clínico, os pacientes cujas amostras 
continham apenas RSVB apresentaram evolução mais favorável, conforme 




Tabela 4: Evolução do quadro clínico RSVB em relação aos demais. 
Variável RSVB Distribuição dos dados P-value
a
 
Internação Sim 7,80 ± 5,43; 6 (4 a 24); 5,26 a 10,34 
0,421 
 Não 8,97 ± 7,40; 7 (1 a 64); 7,78 a 10,17 
Oxigênio Sim 6,10 ± 4,47; 5 (2 a 17); 4,01 a 8,19 
0,567 
 Não 7,38 ± 7,24; 5 (1 a 63); 6,21 a 8,56 
UTI Sim 2,10 ± 5,01; 0 (0 a 17); -0,247 a 4,45 
0,184 
 Não 3,40 ± 5,78; 0 (0 a 37); 2,46 a 4,33 
VM Sim 1,35 ± 4,18; 0 (0 a 15); -0,608 a 3,31 
0,246 
 Não 2,03 ± 4,70; 0 (0 a 37); 1,27 a 2,79 
VSR-B, vírus sincicial respiratório do tipo B; UTI, unidade de tratamento intensivo; VM, 
ventilação mecânica. *, os dados estão apresentados pela: média ± desvio padrão; mediana 
(mínimo a máximo); intervalo de confiança de 95%; 
a
, análise estatística realizada pelo Teste 
de Mann-Whitney. Alpha = 0,05. 
 
5.3. Análise Filogenética RSV 
 
A análise da variabilidade genética do RSV foi determinada pelo 
sequenciamento de uma região específica hipervariável da proteína G, com o uso 
de fragmentos obtidos com os primers forward Gr5 (5’-
CTGGCAATGATAATCTCAACTTC-3’) e F1 (5’-CAACTCCATTGTTATTTGCC-3’), 
que corresponde às bases 3-22 do gene F da cepa 18537. 
Do total de amostras positivas para RSV (122), 45 (36,8 %) delas foram 
genotipadas, sendo 31 (aproximadamente 69%) de RSV do grupo antigênico tipo A 
e 14 (aproximadamente 31%) do tipo B. Dessas, 19 encontram-se apresentadas 
nesse trabalho. 
As análises filogenéticas identificaram diversos genótipos circulando na 
população de crianças hospitalizadas nos hospitais envolvidos. Treze das 16 
sequências de RSV do tipo A utilizadas na elaboração da árvore apresentada na 
figura 2 formaram um grupo monofilético com genótipo ON1, com duplicação de 72 
nucleotídeos no gene G. Outras duas sequências também foram identificadas com 
o genótipo ON1, porém sem fazer parte do grupo monofilético. Apenas uma 
sequência, a P44 08/2013, formou um clado irmão sem a duplicação nucleotídica 
das demais amostras, um indicativo que possa ser a detecção de uma estirpe num 
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momento anterior a evolução do vírus com a duplicação nucleotídica, o que 
caracteriza o genótipo NA1. 
Para as amostras identificadas como RSV B, apenas 3 das 14 foram 
utilizadas na elaboração da árvore apresentada na figura 3. Dessas, duas 
formaram um grupo monofilético entre si e com a cepa B. Apenas uma sequência 











Figura 2: Árvore filogenética de RSV A identificados em amostras obtidas de 
crianças hospitalizadas no Hospital de Clínicas da UNICAMP, Hospital Vera Cruz – 
Campinas/SP, e Hospital Estadual de Sumaré – Sumaré/SP. O alinhamento das 
sequências foi realizado usando o programa Clustal W e a árvore foi obtida pelo 
método NJ com MEGA 7. Amostras provenientes de crianças hospitalizadas 
apresentam-se identificadas na árvore com uma esfera preta + Pxx (xx é o número 
do paciente P) + mm/aaaa (mm indica o mês e aaaa indica o ano de coleta das 
amostras); 0,05 representa a escala de distância entre os diferentes clados. Apenas 

































Figura 3: Árvore filogenética de RSV B identificados em amostras obtidas de 
crianças hospitalizadas no Hospital de Clínicas da UNICAMP, Hospital Vera 
Cruz – Campinas/SP, e Hospital Estadual de Sumaré – Sumaré/SP. O 
alinhamento das sequências foi realizado usando o programa Clustal W e a 
árvore foi obtida pelo método NJ com MEGA 7. Amostras provenientes de 
crianças hospitalizadas apresentam-se identificadas na árvore com uma 
esfera preta + Pxx (xx é o número do paciente P) + mm/aaaa (mm indica o 
mês e aaaa indica o ano de coleta das amostras); 0,05 representa a escala 
de distância entre os diferentes clados. Apenas 3 das 14 amostras 
























As infecções respiratórias agudas em crianças menores que cinco anos 
consistem num grande problema de saúde pública no Brasil e no mundo. Doenças 
do sistema respiratório e diarreias correspondem a 15,2% das mortes em crianças 
desta faixa etária (OMS, 2009). A elevada incidência de infecções respiratórias na 
infância é responsável pelo aumento da necessidade de atendimento médico 
hospitalar que são responsáveis por 20% das internações de crianças no Sistema 
Único de Saúde (SUS) (FAÇANHA e PINHEIRO, 2004) e mais de 50% das 
consultas ambulatoriais pediátricas (BOSSO et al., 2004).  
Os vírus são os principais causadores de infecções respiratórias na 
infância, responsáveis por 50 a 90% destas infecções (MANOHA et al., 2008). Para 
detecção de tais agentes etiológicos, os testes moleculares têm-se demonstrado 
sensíveis, específicos e rápidos nos diagnósticos. No entanto, tais testes ainda não 
se encontram disponíveis na prática clínica na maioria dos centros de saúde 
públicos brasileiros, necessitando de estudos associados a centros de pesquisa 
para o conhecimento da epidemiologia dos agentes.  
A bronquiolite, doença viral caracterizada por inflamação, edema e necrose 
de pequenas células epiteliais das vias aéreas, é causada principalmente pelo RSV, 
porém é frequentemente associada com co-infecções por outros agentes virais, 
particularmente RV (Simões et al., 2015, Brandão et al., 2016, Calvo et al., 2015). 
Estudos epidemiológicos sobre RSV nos países em desenvolvimento como o Brasil, 
Colômbia e Tailândia sugerem que ele seja responsável por 20 a 30% dos casos de 
infecções respiratórias em crianças menores que 4 anos de idade (OMS, 2009). 
Aproximadamente, de 0,5% a 2% de todas as crianças infectadas pelo vírus são 
hospitalizadas, de modo que de 7% a 21% desenvolverão insuficiência respiratória, 
levando a morte aproximadamente 0,5 a 1,5% dos casos (Riccetto et al., 2006). A 
doença apresenta caráter sazonal, com picos de incidência no outono e no inverno 
(Bueno et al., 2009). 
No presente estudo, o número de casos registrados e atendidos nos três 
hospitais envolvidos foi semelhante entre os anos de 2013 (95) e 2014 (78), bem 
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como a distribuição ao longo dos meses, conforme apresentado no Gráfico 1. Em 
ambos, o pico de incidência ocorreu entre os meses de abril e maio, que 
correspondem ao período de redução das temperaturas. Houve um menor número 
de casos no ano de 2014, em que foram registradas maiores temperaturas ao longo 
do ano, em comparação ao ano de 2013 (dados apresentados no Gráfico 2). O 
volume de chuvas foi baixo durante o período de maior incidência da doença, sendo 
ainda mais baixo no ano de 2014.  
Para a análise dos vírus envolvidos nesses casos, foram coletadas amostras 
de três hospitais selecionados na região de Campinas/SP. O Hospital de Clínicas 
(HC) da UNICAMP, o Hospital Estadual de Sumaré e o Hospital Vera Cruz, 
localizado em Campinas/SP. Desse modo, foram incluídos hospitais de três níveis 
de complexidade, e foi possível garantir, também, a abrangência de pacientes de 
diversos níveis sociais, já que as populações atendidas por esses serviços são bem 
distintas. O HC da UNICAMP é um centro de referência em diversas especialidades 
médicas, realizando atendimentos exclusivamente com verba proveniente do SUS. 
Presta atendimento não só à população da cidade de Campinas, onde está 
localizado, mas também à população de diversas cidades, vizinhas ou não. Além 
disso, promove ensino e pesquisa, dando suporte a estudantes de diversos cursos 
da própria Universidade ou de outras instituições conveniadas. O Hospital Estadual 
de Sumaré pertence ao Governo do Estado de São Paulo e também é dirigido pela 
UNICAMP. Está localizado no município de Sumaré, região metropolitana de 
Campinas, e realiza atendimento referenciado. O Hospital Vera Cruz, por sua vez, 
realiza atendimento mediante convênios médicos específicos ou atendimentos 
particulares. É um hospital renomado na cidade de Campinas, e possui estrutura 
ampla e moderna, com excelência no atendimento. 
A maior parte das amostras foi coletada no HC-UNICAMP (107), nos dois 
anos de estudo, seguido pelo Hospital Vera Cruz (43) e, então, pelo Hospital de 
Sumaré (23), conforme apresentado no Gráfico 3. A maior parte dos pacientes 
atendidos, portanto, era usuária do SUS.  
A tabela 1 demonstra uma visão geral das características da população 
envolvida no estudo. Em relação às características epidemiológicas, a maior parte 
dos pacientes atendidos (57%) era do sexo masculino. De todas as crianças, 20,8% 
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nasceram prematuramente, com menos de 37 semanas de gestação. A maior parte 
das crianças (76,8%) recebeu aleitamento materno exclusivo até os seis meses de 
vida, ou ainda não tinham completado essa idade e ainda recebiam exclusivamente 
essa alimentação. Em relação a doenças prévias, 1,7% possuía histórico de 
pneumonia e 6,3% de doença cardíaca. Foram expostas ao tabagismo durante a 
gestação 9,8% das crianças e, após o nascimento, 26,5% delas. No momento do 
estudo, 13,8% das crianças já frequentavam creches. Em relação ao tipo de parto, 
57% nasceram por meio de cesariana.  
Considerando os fatores ambientais que podem influenciar o quadro clínico, 
como presença de mofo, carpete, animais domésticos ou bichos de pelúcia nas 
residências, 23% dessas crianças não foram expostas a nenhum desses fatores. E 
58% delas possuíam algum antecedente familiar de atopia, como dermatite, rinite ou 
asma de pais e/ou irmãos.  
As crianças envolvidas no estudo possuíam uma idade média de 136 dias, 
variando entre 14 e 621. O peso médio ao nascimento foi de 3026 g, sendo que o 
peso mínimo foi de 565 g. A idade gestacional média foi de 37,45 semanas, variando 
entre 28 e 42. O número de irmãos variou entre 1 e 7, com uma média de 1,3. O 
número de moradores na residência variou entre 2 e 13, com média de 4,5.  
Em relação à escolaridade materna, o ensino médio completo foi predominante 
(34%), seguido pelo fundamental completo (23,6%), e pela graduação ou pós 
graduação (9,2%). Essa característica está diretamente relacionada à população 
atendida em cada um dos Hospitais, já que foi possível verificar uma maior 
escolaridade na população atendida pelo Hospital Vera Cruz. 
Sobre a evolução do quadro clínico dos pacientes envolvidos no estudo, o tempo 
médio de internação foi de 8,83 dias, variando entre 1 a 64 dias. O tempo de 
oxigenoterapia variou entre 1 e 63 dias, com média de 7,23. A ventilação mecânica 
não foi utilizada para todos os pacientes, e variou entre 2 e 37 dias, com média de 
8,9. O tempo em UTI, que também não foi necessária para todos os pacientes, foi 
de, em média, 9,2 dias, variando entre 2 a 37 dias. O número de crianças que 
necessitaram de ventilação mecânica durante o período de internação foi 37 
(21,3%), e 59 delas foram submetidas a tratamento em UTI (34,1%). Um total de 5 
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crianças (2,89%) evoluíram a óbito. Todos os casos de óbitos aconteceram no HC, e 
em um desses casos, a meningite meningocócica foi apontada como causa do óbito. 
Estudos realizados com o objetivo de identificar os agentes etiológicos 
envolvidos nas infecções do trato respiratório são frequentes, e neles, entre 12 e 39 
% dos casos, não é possível identificar nenhum agente (Silva et al., 2010). No 
presente estudo, foram identificadas 8 amostras negativas no ano de 2013, e 14 no 
ano de 2014, totalizando 22 amostras negativas para os vírus analisados.  
O RSV A foi identificado em 47 % das amostras, enquanto o RSV B foi 
identificado em 16 % delas. Junto ao RV, identificado em 24 % das amostras, foram 
os vírus identificados em maior número. O AdV foi identificado em 4 % das 
amostras, e o MPV em 2 %. Os vírus EV, BoV, PIV 1, 3 e 4, Flu A e CoV 229E/NL63 
foram encontrados em 7 % das amostras. Os vírus CoV OC43, PIV 2 e Flu B não 
foram identificados em nenhuma das amostras. Esses dados estão apresentados no 
gráfico 4.  
Foram coletadas 95 amostras no ano de 2013, sendo que o RSV A foi 
predominante, identificado em 63 delas, RSV B em 10, o RV em 25 e os demais 
vírus apareceram em 0 a 3 amostras cada um. Em 2014, foram coletadas 78 
amostras, que apresentaram RSV A em 28 delas, RSV B em 21, RV em 25, e os 
demais vírus em até 5 amostras cada. Conforme apresentado no Gráfico 5, o RSV A 
foi predominante nos dois anos, porém a diferença entre os tipos A e B foi 
significativamente maior no ano de 2013. Todos os vírus identificados apresentaram 
padrão semelhante nos dois anos considerados, apesar da diferença entre o RSV 
dos tipos A e B nos dois anos.  
Diversos trabalhos apresentam o RSV como o principal responsável pela 
bronquiolite ou pelas infeções respiratórias agudas (Brandão et al., 2016; Aitken & 
Jeffries, 2001; Calvo et al., 2015; Gardinassi et al., 2012; Nascimento et al., 2010, 
Pourakbari et al., 2014).  
O rinovírus tem sido identificado em diversos trabalhos, muitas vezes associado 
ao RSV em infecções de crianças e adultos (Brandão et al., 2016; Calvo et al., 
2015). No presente estudo, ele foi identificado em um número significativo de 
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amostras, inclusive em diversos casos de co-infecção com diferentes vírus, mas 
principalmente com RSV A e B. 
Os demais vírus também são comumente identificados em menor proporção em 
amostras coletadas de crianças com o quadro clínico definido nesse estudo. Porém, 
cabe destacar sua importância, seja em casos de infecção única ou de co-infecção. 
Em síntese, para o controle e prevenção dessa importante patologia, o foco deve ser 
mantido nos diversos vírus envolvidos, e não somente no RSV como há muito tem 
se falado. Anteriormente, as pesquisas eram focadas principalmente na identificação 
do RSV e os demais vírus muitas vezes não eram considerados. Mas com a 
evolução dos métodos de pesquisa e diagnóstico, tornou-se possível identificar a 
presença e ressaltar a importância dos demais. 
Um estudo semelhante realizado em Curitiba/PR/Brasil, com crianças de 24 a 59 
meses, nos anos de 2010 e 2011, mostrou uma presença significativa do rinovírus 
nas amostras coletadas. Ele foi identificado em 40% das amostras positivas. 
Adenovírus foram identificados em 21% delas. Outros vírus também foram 
identificados em menores proporções. O RSV foi identificado em apenas 2,4% das 
amostras positivas. Nesse estudo, foi possível identificar, também, um grande 
número de co-infecções, sendo que 14,67% das amostras positivas apresentaram 
co-infecção por 2 vírus, e 0,34% delas, por 3 vírus (Giamberardin et al., 2016). A 
população analisada nesse estudo apresenta uma faixa etária diferente, além de 
critérios de seleção distintos do presente estudo. Porém, evidenciam também a 
diversidade de vírus envolvidos nas infecções respiratórias. E evidencia, ainda, as 
co-infecções. 
O gráfico 5 apresenta a ocorrência de cada vírus comparando-se os anos de 
2013 e 2014. De acordo com os dados apresentados, o RSV A foi predominante nos 
dois anos, porém a diferença entre os tipos A e B foi significativamente maior no ano 
de 2013. Todos os demais vírus identificados apresentaram padrão semelhante nos 
dois anos considerados. 
Diversos trabalhos apontam uma alternância entre os RSV tipo A e B em anos 
consecutivos (Espinosa et al., 2017). No presente trabalho, não houve uma 
alternância, porém houve uma grande diferença no perfil de distribuição entre os 
dois anos, já que em 2013, o RSVA foi encontrado em um número muito maior de 
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amostras, e em 2014, os casos identificados como A e B foram em número mais 
semelhante. 
 Já o gráfico 6, descreve a ocorrência mensal dos vírus detectados nas amostras 
coletadas. Nesse sentido, não foi observado um padrão entre eles. Houve uma 
maior variedade de vírus entre os meses de abril e junho, porém esse período 
coincide com o maior número de casos. Desse modo, não houve um padrão a ser 
considerado. 
As co-infecções podem ser importantes para a avaliação e evolução do quadro 
clínico. Porém, na rotina de um hospital, normalmente é inviável fazer esse tipo de 
diagnóstico, devido à falta de tempo e recursos, além do tempo necessário para as 
análises. Dentre as 151 amostras positivas encontradas no presente estudo, 
ocorreram codetecções em 37 delas, entre dois ou três vírus. Os casos identificados 
em maior número incluem as codetecções entre RV e RSV A ou B. Em vários 
desses casos, os pacientes apresentaram muitos fatores de risco associados. 
Porém, o tempo de internação, oxigenoterapia, UTI e ventilação mecânica não se 
mostraram diretamente proporcionais a esse parâmetro. Os casos de co-infecção 
por três vírus também não apresentaram relação com a maior gravidade, e os 
parâmetros foram variáveis nos diversos tipos de infecção. Nenhuma delas 
apresentou tendência considerável para maior ou menor gravidade. Esses dados 
foram evidenciados através da Tabela 3, que mostra, mediante comparação entre 
amostras negativas e positivas para até 3 vírus, que não houve uma diferença 
significativa em termos de gravidade ou evolução desfavorável baseada na presença 
de mais tipos virais nessas amostras. Essa característica já foi identificada em outros 
trabalhos (Calvo et al., 2015; Huang et al., 1998; Nascimento et al., 2010), porém 
outros trabalhos mostraram uma maior gravidade em casos de infecções múltiplas 
(Semple et al., 2005, Cilla et al., 2008, Richard et al., 2008). 
Através da análise dessas tabelas, podemos notar que a gravidade da doença e 
a evolução do quadro clínico do paciente vão muito além das características 
normalmente destacadas, como fatores de risco e co-infecções. Alguns pacientes 
com vários fatores de risco apresentaram um quadro mais favorável do que outros 
que não os possuíam. Um dos pacientes, inclusive, não possuía nenhum dos fatores 
de risco analisados, e foi acometido pela doença, inclusive com detecção de dois 
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tipos virais. Esse resultado destaca a necessidade de considerar o paciente como 
um todo, e também as características dos vírus envolvidos, já que em termos de 
prevenção, muitos poderiam ser excluídos do grupo de risco, e, no entanto, 
apresentar doença grave.  
De acordo com a tabela 4, os pacientes acometidos por infecção pelo RSVB 
apresentaram evolução mais favorável do quadro clínico, com um tempo médio 
menor de internação, oxigênio, UTI e ventilação mecânica. 
O RSV é um vírus de RNA polaridade negativa e que possui 11 genes que 
codificam proteínas estruturais e não estruturais. Dentre elas, as glicoproteína F (de 
fusão) e G (de ligação) se destacam pelo fato de serem muito importantes no 
processo de infecção viral (ligação e fusão do envelope viral a membrana 
plasmática da célula hospedeira). As características genéticas da proteína G tem 
sido vastamente utilizadas na genotipagem viral, permitindo a divisão do RSV em 
dois grupos antigênicos, A e B. Trata-se de uma proteína de membrana integral tipo 
II altamente glicosilada, sendo codificada por 289 a 299 aminoácidos, (Johnson et 
al., 1987; Cane et al., 1991), que possui regiões altamente variáveis, o que permite 
a diferenciação dos diferentes genótipos virais. O ectodomínio dessa glicoproteínal 
consiste de duas regiões hipervariáveis separadas por uma região central 
conservada de 13 aminoácidos (posições 164–176), o provável sítio de ligação do 
vírus ao receptor da célula hospedeira, seguida por quatro cisteínas proximamente 
posicionadas (C173, C176, C182 e C186). Na região C-terminal é identificada a 
segunda região hipervariável descrita como a porção mais representativa da 
variabilidade genética (Johnson et al., 1987; Cane et al., 1991; Peret et al., 1998). 
Além das características antigênicas virais, a proteína G também é importante no 
processamento da resposta imune humoral do hospedeiro.  
A proteína G apresenta identidade de 53% entre os grupos antigênicos 
(RSVA e RSVB) e podem apresentar até 20% de divergência dentro do mesmo 
grupo (Johnson et al., 1987). O padrão de circulação dos grupos antigênicos de RSV 
é complexo, de modo que múltiplos genótipos podem circular concomitantente na 
mesma estação epidemiológica ou ainda há possibilidade de ocorrer à substituição 
anual do genótipo predominante (Sato et al., 2005).  
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Muitos estudos epidemiológicos sobre o perfil de circulação do RSV têm 
mostrado circulação simultânea grupos antigênicos A e B, durante surtos epidêmicos 
em diferentes anos nas regiões Norte, Nordeste, Sudeste e Sul brasileiras (Moura et 
al., 2004). Estudos realizados por Silva e colaboradores com uma população de 
crianças da cidade de Campinas-SP, constatou-se a existência dos grupos 
antigênicos RSV A e RSV B circulando o período de abril a setembro de 2004. 
As variantes antigênicas de RSV A predominaram nas epidemias na última 
década e ainda têm sido associadas a quadros clínicos mais severos e a produção 
de cargas virais significativamente mais altas (Campanini et al., 2007). Tais 
observações podem estar associadas a uma maior variabilidade dentro deste grupo 
(Campos et al., 2007). Dessa forma, estudos da diversidade genética do RSV 
associando a sazonalidade das infecções por diferentes grupos antigênicos com os 
quadros clínicos possibilitam a adoção de estratégias de controle das epidemias em 
populações pediátricas regionais. 
As pesquisas conduzidas em hospitais universitários brasileiros com 
crianças internadas por infecções respiratórias têm identificado o vírus sincicial 
respiratório humano variando entre 21 e 67% dos casos. Essa variabilidade pode 
estar relacionada às diferenças entre as populações e metodologias empregadas 
para o diagnóstico (Fé, 2007).  
Na década de 90, as reinfecções por RSV eram mais comuns pelo grupo 
antigênico heterólogo (Waris et al., 1991). Entretanto, na década passada, Sato e 
colaboradores (2005) apontaram infecções por vírus pertencentes ao mesmo grupo 
antigênico ou genótipo detectados em infecções prévias. Nesse contexto, o 
conhecimento da biologia viral bem como das características epidemiológicas de 
circulação do vírus se fazem importantes para o conhecimento das estratégias de 
evolução do vírus em resposta as variações ambientais / do hospedeiro. 
Scott e colaboradores (2004) apontaram a rápida disseminação viral e uma 
provável convergência evolutiva dos diferentes genótipos de RSV, um evento que 
pode ser inferido quando variantes similares de um mesmo agrupamento na árvore 
tendem a recorrer ao longo dos anos e se correlacionam a um baixo nível de 
clusterização geográfica.  
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A análise da filogenia de RSV A aponta um elevado grau de similaridade 
entre as amostras de Campinas. A formação desse cluster geográfico e temporal 
contrapõe os resultados de Sato e colaboradores (2005). Além disso, todas as 
amostras formaram um cluster monofilético com o genótipo ON1. Desde a 
descoberta inicial desse genótipo de RSV A no Canadá em 2010 (Yoshihara et al., 
2016), ON1 tem sido relatado em todo o mundo. No entanto, as informações sobre o 
seu impacto clínico e gravidade tem sido controversa.  
Em 2010, o genótipo ON1, uma nova variante do RSV A, foi inicialmente 
detectado em Ontário, Canadá por Eshaghi e colaboradores. Como uma 
característica genética única, o genótipo ON1 possui uma duplicação in tandem de 
72 nucleotídeos dentro da região hipervariável do gene da proteína G. Desde a 
primeira descoberta no Canadá, esse genótipo tem sido relatado em países de todo 
o mundo, incluindo países do Sudeste Asiático, como Filipinas, Malásia e Tailândia. 
Além disso, os relatórios de Chipre, Alemanha, Itália, Quênia e Filipinas indicaram 
que o surgimento de ON1 substituiu rapidamente o genótipo NA1 predominante. 
Embora os aspectos clínicos do genótipo ON1 tenham sido investigados nos 
relatórios anteriores de Chipre, Alemanha e Itália, a relevância clínica e a 
patogenicidade do genótipo ON1 recentemente emergido permanecem obscuras. 
Em nosso estudo, esse genótipo indica um possível aumento da gravidade do 
quadro clínico, uma vez que se apresentou em elevada incidência em crianças 
hospitalizadas. 
O estudo de Silva e colaboradores (2008) realizado na Região Metropolitana 
de Campinas-SP encontrou incidência dos genótipos GA2 e GA5 em crianças 
hospitalizadas menores que 1 ano de idade. Comparando esses resultados com os 
observados em nosso estudo, nota-se que houve uma modificação, em menos de 
uma década, no perfil epidemiológico de circulação do RSV do tipo A nas crianças. 
Para as amostras genotipadas como RSV do tipo B, pode-se notar que 
nossas amostras formaram um cluster monofilético com amostras do genótipo BA-
like. Desde 1999, tem-se notado um evento genético raro na evolução de RSV B, 
que está se mantendo devido a sua maior estabilidade relativa da estrutura 
secundária do RNA viral durante o processo de replicação. Trento e colaboradores 
(2006) mostraram que todas das sequências obtidas de epidemias entre 1999 e 
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2006 em Buenos Aires apresentaram uma duplicação de 60 nucleotídeos, 
proporcionando uma forte evidência da presença de um ancestral comum para estes 






















7. CONCLUSÃO     
 
 
Os resultados encontrados nesse trabalho reforçam a importância do RSV 
nos casos de BVA, além de ressaltar a importância de tantos outros vírus nessas 
infecções. O RSVA mostrou-se predominante nos diferentes anos e locais de 
coleta. Em relação ao genótipo circulante desse vírus, houve uma clara mudança 
no perfil de circulação observado em estudos anteriores na região, destacando-
se a substituição dos anteriores pelo genótipo ON1 para RSVA e BA-like para 
RSVB. Essa mudança de perfil tem sido observada em diversos estudos ao redor 
do mundo, o que evidencia que as relações genéticas são fortemente 
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Data de Nascimento:____/____/____ 
 
Idade (em meses):___________________________________________________ 
 
Sexo: (___) Feminino (___) Masculino 
 






Nome da Mãe:_______________________________________________________ 
 
Nome do Pai: ________________________________________________________ 
 
Telefones para Contato: Fixo: __________________ Celular: __________________ 
 
Data de hoje:____/____/____ 
 
Alguma vez seu bebê teve chiado no peito ou bronquite ou sibilâncias:  
(___) SIM (___) NÃO 
 
Seu bebê alguma vez recebeu tratamento com medicamentos inalados por 
nebulizadores ou sprays inalatórios (bombinhas), por exemplo: Salbutamol, 
Aerolin®, Berotec®, Atrovent®, Brycanil®?  
101 
 
(___) SIM (___) NÃO (___) NÃO SEI 
 
Seu bebê alguma vez recebeu tratamento com corticóides (cortisonas) em sprays 
inalatórios (bombinhas) , por exemplo, Symbicort®, Flixotide®, Seretide®, Clenil®, 
Beclosol®, Budesonida, Busonid®, Pulmicort®, Beclometasona, Fluticasona ?  
(___) SIM (___) NÃO (___) NÃO SEI 
 
Seu bebê alguma vez recebeu tratamento com: Antileucotrienos (Singulair® ou  
Montelair®)? 
(___) SIM (___) NÃO (___) NÃO SEI 
 
Seu bebê alguma vez recebeu tratamento com corticóides orais (Predsim®, 
Prelone®, Decadron®)?  
(___) SIM (___) NÃO (___) NÃO SEI 
 
Seu bebê alguma vez acordou durante a noite devido à tosse? 
(___) Nunca  
(___) Raras vezes (menos de uma vez ao mês) 
(___) Algumas vezes (algumas semanas em alguns meses)  
(___) Freqüentemente (duas ou mais noites por semana, quase todos os meses) 
 
Algum médico lhe disse alguma vez que Seu bebê tem asma ou bronquite?  
(___) SIM (___) NÃO 
 
Seu bebê já teve pneumonia? (___) SIM (___) NÃO 
 
Seu bebê já foi hospitalizado por pneumonia? (___) SIM (___) NÃO 
 
Mês do ano em que nasceu: __________ 
 
Idade Gestacional pelo método de Capurro: 
(___) Menos que 32 semanas gestacionais 
(___) Entre 32 e 36 semanas e 6 dias de idade gestacional 




Seu bebê nasceu por cesariana (parto cesárea)? (___) SIM (___)  NÃO 
 
Peso ao nascer (exemplo 3 kg 100 gramas): __________ 
 
Estatura ao nascer em cm: __________ 
 
Peso agora: __________ 
 
Estatura agora em cm: __________ 
 
Duração do aleitamento materno exclusivo (em meses): __________ 
 
Duração do aleitamento materno total (em meses): __________ 
 
Alguma pessoa fuma dentro da sua casa (pai, mãe, avós, tios)? (___) SIM (___) 
NÃO 
 
A mãe do bebê fumou durante a gravidez? (___) SIM (___) NÃO 
 
Seu bebê tem familiares com asma? (___) SIM (___)  mãe (___)  pai (___)  Irmãos 
(___)  NÃO 
 
Seu bebê tem familiares com alergia no nariz ou rinite alérgica (___)  SIM (___)  mãe 
(___)  pai (___)  Irmãos (___)  NÃO 
 
Seu bebê tem familiares com alergia de pele (dermatite alérgica)? (___)  SIM (___)  
mãe (___)  pai (___)  Irmãos (___)  NÃO 
 
Seu bebê tem ou teve alguma alergia de pele durante o primeiro ano de vida? 
(manchas vermelhas na pele com coceira, alergia à fralda, alergia à picada de 
mosquito, comida, metais, etc.). (___) SIM (___) NÃO 
 
Existe mofo (bolor) ou manchas de umidade em sua casa? (___) SIM (___)  NÃO 
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Você tem ar condicionado em sua casa? (___) SIM (___) NÃO 
 
Você tem algum bicho de estimação na sua casa atualmente? (cachorro, gato, 
passarinho, coelho)? 
(___) SIM (___)  cachorro (___) gato (___)  passarinho (___) coelho (___)  NÃO 
 
Você tem carpete na sua casa? (___) SIM (___) NÃO 
 
Existem bichos de pelúcia no quarto de seu bebê? (___) SIM (___) NÃO 
 
Seu bebê vai à escola ou creche? 
(___) Sim – Desde qual idade:___________________________ 
(___) Não 
 
Seu bebê tem alguma Doença Pulmonar Crônica:  
(___) SIM – Qual doença? _____________________________________________ 
(___) NÃO 
 
Seu bebê tem alguma Cardiopatia Congênita:  
(___) SIM – Qual cardiopatia congênita? __________________________________ 
(___) NÃO 
 
Número de irmãos: __________ 
 
Número de pessoas que vivem na mesma casa: __________ 
 
Escolaridade materna: 
(___) Ensino Fundamental incompleto 
(___) Ensino Fundamental 
(___) Ensino Médio 






EVOLUÇÃO DA INTERNAÇÃO: 
 
Duração da internação: __________ 
 
Duração da oxigenoterapia: __________ 
 
Necessitou de Ventilação mecânica: 
(___) Sim – Quantos dias:____________________________________ 
(___) Não 
 








TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
Título da pesquisa: Avaliação das características epidemiológicas e genéticas 
associadas à bronquiolite viral aguda grave 
 
Responsável pela pesquisa: Alfonso Eduardo Alvarez – CRM: 80599 
 
Instituição: Faculdade de Ciências Médicas - UNICAMP 
 
Gostaríamos de convidá-los a participar de uma pesquisa médica, na qual 
pretendemos investigar quais são os fatores que levam a maior gravidade da 
Bronquiolite Viral Aguda. A importância desta pesquisa e os objetivos estão 
descritos a seguir: 
 
Justificativa: A Bronquiolite é uma doença com alta incidência que pode evoluir de 
forma variável, desde leve até grave. Não se sabe ainda quais são as características 
relacionadas ao paciente que determinam a gravidade da doença. Algumas 
características clínicas e da história do paciente, bem como do ambiente em que ela 
vive podem determinar a gravidade. Por outro lado, tenta-se descobrir se alguma 
característica genética do paciente pode contribuir para a gravidade do quadro. No 
Brasil são poucos os estudos que determinaram as características clínicas, de 
história e do ambiente que determinam a evolução da doença e não existe nenhum 
estudo avaliando as características genéticas desses pacientes.  
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Por outro lado é importante o conhecimento de quais são os vírus responsáveis pela 
Bronquiolite. Atualmente existem poucos estudos no  Brasil que determinaram quais 
são os vírus que acometem nossos pacientes. 
 
Objetivos da pesquisa: O objetivo desta pesquisa é avaliar quais são as 
características clínicas, da história, do ambiente e genéticas dos pacientes que 
contribuem para a gravidade da Bronquiolite, bem como determinar quais são os 
vírus responsáveis por essa doença em nosso país. 
 
Procedimentos que serão utilizados para a realização da pesquisa: 
1. Entrevista com os pais: consiste de uma entrevista com os pais sobre a 
história do paciente, avaliando dados sobre o nascimento, tempo de 
amamentação, quantidade de irmãos, doença que eventualmente a criança 
apresente, presença de fumantes na casa, etc... 
2. Exame da secreção de vias aéreas superiores: consiste em exame onde é 
aplicado soro fisiológico na narina da criança e depois aspirado esse material, 
para determinar quais os vírus que estão causando a Bronquiolite. Cabe 
lembrar que esse é um exame de rotina nos pacientes que apresentam 
Bronquiolite, sendo que o que muda é que será realizado um exame mais 
completo e que determina com maior precisão quais os vírus implicados, bem 
como avalia um maior numero de vírus quando comparado ao exame 
tradicional. Não há riscos previsíveis na realização deste exame.  
3. Exame de sangue: trata-se de um exame do sangue da criança onde serão 
avaliados se existem características genéticas que possam contribuir com a 
incidência e gravidade da bronquiolite. Cabe lembrar que esse exame será 
colhido na mesma punção realizada no momento da coleta de outros exames 
que fazem parte da rotina no atendimento aos pacientes com bronquiolite, 
não sendo necessário uma punção diferente da que normalmente seria 
realizada. São necessários 2 ml de sangue. Os riscos associados à coleta de 
sangue são edema (inchaço) local, hematoma por extravasamento de sangue 




Benefícios esperados: o benefício esperado dessa pesquisa é o conhecimento de 
quais são as características clínicas, de história, do ambiente e genéticas dos 
pacientes que contribuem para a incidência e gravidade da Bronquiolite. Com o 
conhecimento desses dados será possível determinar quais são as crianças com 
maior risco de apresentar Bronquiolite bem como de evoluir de forma grave. Outro 
benefício esperado é a determinação de quais são os vírus responsáveis pela 
Bronquiolite em nosso meio.  
 
Métodos alternativos para a obtenção das informações desejadas: não existem 
outras maneiras de se obter as informações descritas acima que não sejam através 
do exame da secreção das vias aéreas superiores e do exame de sangue. 
 
A não participação na pesquisa não acarretará em nenhuma mudança no 
tratamento que a criança irá receber e no acompanhamento que será realizado. 
 
Os pacientes que participarem da pesquisa terão direito a assistência integral 
gratuita pelo tempo necessário em casos de danos decorrentes dos 
procedimentos realizados para a pesquisa. Este acompanhamento será 
realizado pelo responsável pela pesquisa e inclui o tratamento clínico e 
eventuais exames ou medicamentos que forem necessários. 
 
Será realizado um exame genético para avaliar a presença de polimorfismos 
(alterações genéticas) que contribuam com a gravidade do quadro de 
Bronquiolite. Serão estudados os dos polimorfismos nos seguintes genes: 
Toll-Like Receptor 4 (polimorfismos Asp299Gly - rs4986790, Thr399Ile - 
rs4986791, +896A/G, rs1927911), Toll-Like Receptor 2 (polimorfismos 
rs1898830, rs7656411), Toll-Like Receptor 9 (polimorfismos rs352162, 
rs187084), Rantes (polimorfismos -403G/A, -28C/G, In1.1T/C), receptor da 
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vitamin D (polimorfismo Thr1Meth - rs10735810), JUN (polimorfismo - rs11688), 
IFNA5 (polimorfismo - rs10757212) e NOS2 (polimorfismo - rs1060826). 
Os dados serão tratados de forma sigilosa, com privacidade e apenas o 
pesquisador responsável terá acesso ao nome dos participantes. Os 
resultados dos exames serão acessíveis apenas aos pesquisadores 
envolvidos, e não será permitido o acesso desses resultados a terceiros 
(seguradoras, empregadores, supervisores hierárquicos. etc.). Não será 
divulgado em nenhum momento o nome das crianças que participaram do 
estudo. Não haverá qualquer tipo de discriminação e/ou estigmatização, 
individual ou coletiva, em relação aos participantes da pesquisa. 
O pesquisador responsável, quando for o caso, fará o aconselhamento 
genético e acompanhamento clínico, sem custo para o paciente participante da 
pesquisa. 
Os responsáveis pelo paciente terão acesso aos resultados dos exames, e 
poderão optar por tomar ou não conhecimento dessas informações. 
 
 
A participação na pesquisa não acarretará nenhum custo para o paciente, não 
havendo portanto necessidade de reembolso. 
 
O responsável pelo paciente e o pesquisador deverão rubricar todas as folhas 
do “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” e assinar a última página. O 
documento será elaborado em duas vias, sendo que uma ficará com o 
responsável pelo paciente e a outra com o pesquisador. 
 
 
Dados do Pesquisador: 
Nome: Alfonso Eduardo Alvarez 
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Endereço: Av. Brasil, 1702 – Guanabara – CEP: 13070-178 – Campinas – SP 
Telefone: (19) 32437227 
E-mail: alfonso@imunevida.com.br 
 
Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP 
(para sugestões ou reclamações): 
Endereço: Rua: Tessália Vieira de Camargo, 126 – CEP 13083-887 – Campinas – 
SP 












_______________________________    _______________________________ 
Assinatura do responsável    Assinatura do responsável 
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Background: Acute viral bronchiolitis is the leading cause of hospitalization among 
infants during the first year of life. Most infants hospitalized for bronchiolitis do not 
present with risk factors and are otherwise healthy. The objective of this study was to 
determine the genetic features associated with a severe and risk course of 
bronchiolitis. Secondarily, we analyzed the influence of epidemiologic and etiologic 
features associated with bronchiolitis severity. 
Methods: We prospectively evaluated 181 infants with severe bronchiolitis admitted 
at three hospitals over a 2-year period, who required oxygen therapy. The control 
group consisted of 536 healthy adults. Patients were evaluated for epidemiological 
variables, underwent nasopharyngeal aspirate testing for virus detection by multiplex-
PCR, and blood collection for the SNPs identification in immune response genes. 
Patient outcomes were assessed. 
Results: We observed association between SNP rs2107538 (CCL5) and bronchiolitis 
caused by respiratory syncytial virus (RSV) and RSV-subtype-A, and between 
rs1060826 (NOS2) and bronchiolitis caused by rhinovirus. SNPs rs4986790 (TLR4), 
rs898830 (TLR2), and rs2228570 (VDR) were associated with progression to death. 
SNP rs7656411 (TLR2) was associated with length of oxygen use; SNPs rs352162 
(TLR9), rs187084 (TLR9), and rs2280788 (CCL5) were associated with requirement 
for intensive care unit admission; while SNPs rs1927911 (TLR4), rs352162 (TLR9), 
and rs2107538 (CCL5) were associated with the need for mechanical ventilation. 
Patients with RSV-subtype-B infections had shorter lengths of hospital stay and 
oxygen use than those infected with other viruses. 
Conclusions: Our findings provide some evidence that genetic variation in selected 
immune genes may influence the outcomes of severe bronchiolitis. 
 





Acute viral bronchiolitis is the leading cause of hospitalization among infants aged 
less than 12 months. Approximately 100,000 bronchiolitis admissions occur annually 
in the United States, at an estimated cost of $1.73 billion1-3. 
Respiratory syncytial virus (RSV) is the causative agent in approximately 70% of 
bronchiolitis cases, and nearly all children become infected with this virus during the 
first 2 years of life1-3. RSV infection ranges from a mild upper respiratory illness to 
severe bronchiolitis, which may require admission to the intensive care unit (ICU), 
mechanical ventilation, and possibly lead to death. Treatment is supportive1, 2, 4. 
Globally, RSV is estimated to cause 66,000 to 199,000 deaths per year among 
children younger than 5 years of age1. 
Because bronchiolitis can progress from mild to severe disease it is important to 
recognize risk factors predisposing to severe disease. We recently published a 
review of these, which include prematurity, passive smoking, young age, absence of 
breastfeeding, chronic lung disease, and congenital heart disease; some of these risk 
factors are controversial in the literature5. Some controversy also exists regarding 
the influence of the type of virus and the presence of codetection in the severity of 
bronchiolitis6-9.  
Most infants hospitalized with bronchiolitis present with no risk factors and are 
otherwise healthy. This led researchers to believe that epidemiological factors are not 
solely responsible for determining the prevalence and severity of bronchiolitis, and 
that these might be influenced by genetic variability. Indeed, one study including 
12,346 pairs of twins, of whom a fraction was hospitalized for RSV bronchiolitis, 
found a correlation of 0.66 in homozygous twins and 0.53 in dizygotic twins, 
estimating a genetic contribution from 16% to 20% for RSV severity10. 
Toll-like receptor (TLR)4 is principally expressed in macrophages, dendritic cells, and 
in the other cell types. It serves as a transmembrane signaling receptor of 
lipopolysaccharide (LPS) from Gram-negative bacteria. TLR4 is also involved in an 
acute innate immune response to RSV. Previous studies have shown evidence that 
TLR4 is engaged in pattern recognition of RSV F glycoprotein, that TLR4 expression 
is activated in RSV bronchiolitis, and that genetic variation of TLR4 represents a risk 
factor of RSV infection11-13. TLR9 and TLR10 also carry polymorphisms that have 
been associated with bronchiolitis14, as well as other genes such as C-C motif 
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chemokine ligand 5 (CCL5) also known as regulated on activation, normal T cell 
expressed and secreted (RANTES)15, vitamin D receptor (VDR)16, 17, inducible 
nitric oxide synthase (NOS2), interferon (IFNA5), and JUN17. 
The aim of this study, was to determine the genetic features associated with a severe 
course and risk of bronchiolitis. Secondarily, we analyzed the influence of 
epidemiologic and etiologic features associated with bronchiolitis severity. 
 
Materials and Methods 
Patients and control group 
We prospectively evaluated all severe acute viral bronchiolitis patients aged less than 
2 years admitted at three hospitals in a 2-year period (Jan/2013 to Dec/2014), who 
required oxygen therapy. The diagnosis of bronchiolitis was based on clinical data, 
using the most widely accepted definition, which considers it to be the first episode of 
acute respiratory distress with wheezing, preceded by upper airway symptoms such 
as rhinorrhea and cough, with or without fever, in children under 2 years of age2. The 
severe bronchiolitis criterion was oxygen saturation less than 92%. Patients with this 
condition were admitted for oxygen therapy2. Patients with previous wheezing were 
excluded. Patients were admitted in ICU when oxygen saturation remains less than 
92% even with the patient getting inspired oxygen fraction more than 60%. Patients 
were submitted to mechanical ventilation if arterial partial pressure of oxygen were 
less than 60 mmHg or arterial partial pressure of carbon dioxide were more than 50 
mmHg in arterial blood gas analysis. The oxygen therapy was suspended when 
oxygen saturation remains more than 92% in room air. The patient was discharged 
24 hours after suspending the oxygen therapy. The control group consisted of 536 
healthy controls (aged 19 to 25 years), randomly invited to participate in the study, 
with no personal or family history of lung or other chronic disease for two 
generations, and was from the same geographic region as the patients group. 
Participants in the control group were all interviewed, and it was ruled out that they 
had been hospitalized in childhood for respiratory problems. In this way, we 
eliminated the possibility that they have presented severe acute viral bronchiolitis. In 
our study, no healthy controls were included from preexisting cohort, blood bank, 
115 
 
patient population and/or patient’s parents. The study of ancestry was not performed 
due to the high cost of analysis. Using a control group with healthy adults is a useful 
and accepted tool that has been applied in a large number of genetic association 
studies11, 14, 15, 17, 24, 36. 
Patients were evaluated for epidemiological variables, outcome of disease, type of 
virus, and genetic polymorphisms. Parents or guardians answered a questionnaire 
about epidemiological factors. A longitudinal follow-up was carried out of these 
patients until the time of discharge, evaluating the length of hospital stay, length of 
oxygen use, need and length of ICU stay, need and length of mechanical ventilation, 
and progression to death. Patients underwent nasopharyngeal aspirate for the 
detection of viruses, and blood collection for the identification of polymorphisms. 
 
Virus identification 
RNAprotect  Cell Reagent (Qiagen, Valencia, CA) was added to nasopharyngeal 
aspirates in a 1:5 ratio, and stored at -80°C. Stored material was centrifuged and the 
supernatant discarded. The cell pellet was then resuspended in buffer RLT Plus and 
DNA and RNA isolation was performed using the AllPrep DNA/RNA Mini kit (Qiagen) 
according to the manufacturer’s protocol. 
cDNA was synthesized using the High Capacity cDNA Reverse Transcription kit 
(Applied Biosystems/Thermo Fisher Scientific, São Paulo, Brazil) according to the 
manufacturer’s protocol. Samples were then tested using the Seeplex  RV15 ACE 
detection kit (Seegene, Concord, CA) for 13 types of RNA viruses and two types of 
DNA viruses according to the manufacturer’s instructions. PCR was conducted in a 
thermocycler based on the manufacturer’s protocol in a final volume of 20 µL 
containing 3 µL of cDNA (or 1.5 µL cDNA and 1.5 µL DNA), 4 µL of 5  RV15 ACE 
primer (A, B, or C), 3 µL of 8-MOP solution, and 10 µL of 2  master mix. Amplified 
PCR products were analyzed in 2% agarose gels stained with GelRed (Biotium Inc., 
Hayward, CA). The viruses tested for were: RSV subtypes A and B; rhinovirus A/B/C; 
parainfluenza virus 1, 2, 3, and 4; adenovirus; coronaviruses 229E/NL63 and OC43; 






The SNPs enrolled in our data were selected based on previous published studies11-
17, 29, 30, 32, 36. Genomic DNA was extracted from blood samples using the 
QIAamp  DNA Blood Mini kit (Qiagen) according to the manufacturer’s protocol. The 
OpenArray  Real-Time PCR Platform and AccuFill™ System (Thermo Fisher 
Scientific) were used to screen the following 16 polymorphisms with TaqMan  
OpenArray  Genotyping Plates, format 16 (PN: 4413546): rs4986790 (TLR4), 
rs4986791 (TLR4), rs1927911 (TLR4), rs898830 (TLR2), rs7656411 (TLR2), 
rs352162 (TLR9), rs187084 (TLR9), rs1065341 (CCL5), rs2107538 (CCL5), 
rs2280788 (CCL5), rs2280789 (CCL5), rs10735810 (VDR), rs2228570 (VDR), 
rs1060826 (NOS2), rs10757212 (IFNA5), and rs11688 (JUN).  
 
Statistical analysis  
Epidemiological and laboratory data were described by frequency (percentage) for 
categorical variables, and means ± standard deviation or medians (minimum and 
maximum) for numerical data. Data and disease outcomes were compared between 
patients, and polymorphism frequency was compared between patients and controls. 
We also analyzed polymorphism frequencies in patients and controls for each type of 
virus (RSV, specific RSV subtype A or RSV subtype B, rhinovirus, and virus 
codetection). Polymorphisms were compared with epidemiological and laboratory 
data, including the type of virus identified. A second analysis was performed in 131 
patients without comorbidities (premature birth, chronic respiratory disease, and 
congenital heart disease) for all previously mentioned comparisons.  
Fisher’s exact test and the χ2 test were applied to compare categorical data, and the 
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests were used to compare numerical data. We 
reported odds ratios and 95% confidence intervals; two-sided P<0.05 was considered 
statistically significant. Data were analyzed using Statistical Package for the Social 
Sciences 21.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL).  
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We evaluated minor allele frequency (MAF) and Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) 
using OEGE software (Online Encyclopedia for Genetic Epidemiology studies, 2008). 
In order to evaluate genetic interaction among the polymorphisms and clinical data in 
our sample, we used the Multifactor Dimensionality Reduction (MDR) model, which is 
a nonparametric, genetic, and environmental model-free data mining for nonlinear 
interaction identification among genetic and environmental attributes18. To adjust 
results for multiple comparisons, we performed a MDR permutation test in our 
sample, totalizing 100,000 permutations. 
Details about statistical analysis: 
(a) Association study models: For single nucleotide polymorphisms (SNPs) 
evaluation we performed comparison considering all major possibilities of genetic 
association, including co-dominant, dominant, recessive, and overdominant models. 
We chose to present only the associations with p value less than 0.05. As an 
example of analysis, for the SNP rs1060826 in the NOS2 gene, there are two 
possible alleles, A and G; comparisons were made between patients and healthy 
controls considering four possibilities: (i) AA vs AG vs GG; (ii) AA vs AG + GG; (iii) 
AA vs GG + AG; (iv) AA vs AG + GG. 
(b) Models for calculation of OR in the presence of codominance: OR was calculated 
for the three possibilities when P value were less than 0.05 for co-dominant model: (i) 
AA vs AG + GG; (ii) AG vs AA + GG; (iii) GG vs AA + GG.  
(c) Overdominance analysis: The overdominance analysis was made considering the 
important contribution of heterozygous genotype in maintaining the prevalence of 
several diseases studied in the literature, including cancer and asthma. Although 
many studies have reported the importance of the heterozygous genotype 
prevalence of different diseases, the role of heterozygosis is not well known in many 
cases and needs to be better understood by genetic association studies in different 
populations. 
(d) Bonferroni correction: Association studies, including genetic variables, 
environmental variables (such as viral identification) and clinical data of patients and 
healthy controls allow the possibility of performing multiple comparisons. Bonferroni 
correction is a method employed to minimize the effect of multiple comparisons and 
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the presence of false positives. Bonferroni correction was applied in the study as 
follows: (i) association with genetic features: there were evaluated 14 SNPs, 
disregarding two SNPs that showed no amplification, and correction of the P value 
was carried out by multiplying by 14 (α = 0.05/14); (ii) association with viral type: the 
severity of bronchiolitis were compared considering four groups: rhinovirus, RSV 
subtype A, RSV subtype B, RSV subtype A + RSV subtype B, and the correction of 
the p value was carried out by multiplying by 4 (α = 0.05/4); (iii) association with 
clinical severity: 32 clinical and epidemiological features were compared with the 
outcome of bronchiolitis, and the correction of the P value was carried out by 
multiplying by 32 (α= 0.05/32). The Bonferroni correction method for multiple testing 
was published in 1935. Even with wide applicability and use, some authors consider 
unnecessary to carry out this correction, so we decided to present both data 
(corrected and uncorrected). 
The models that were used are in accordance with genetic epidemiology studies, and 
all parameters were validated, and referenced in the literature. References for the 
statistical models applied in the study are shown in additional online text 1. 
 
Ethics statement 
This study was approved by the National Research Ethics Commission. Legal 
representatives of patients, and participants of the control group, received 
explanations about the research and gave written informed consent.  
 
Results 
Table 1 shows patient demographics, clinical characteristics, and details of the 
viruses identified. One hundred and eighty-one patients were included in the study, of 
whom 173 underwent nasopharyngeal aspirate. Viral identification was positive in 
87.3% of cases. One hundred and thirty-one patients had no comorbidities. 
The control group was used to achieve the SNPs genotype frequency and to 




Association between polymorphisms and bronchiolitis presence and severity 
Table 2 shows SNPs description including minor allele frequency and Hardy-
Weinberg equilibrium. SNPs rs10735810 (VDR) and rs11688 (JUN) assays failed in 
our test. SNPs rs1065341 and rs2280788 (CCL5) are not in Hardy-Weinberg 
equilibrium for patients and controls subjects. Moreover, SNP rs1060826 (NOS2) is 
not in Hardy-Weinberg equilibrium only for controls subjects. 
Figure 1 and additional online table 3 show association between polymorphisms and 
the presence of bronchiolitis for different types of virus. The evaluation of the 
presence of bronchiolitis for different types of virus revealed an association between 
SNP rs2107538*CT (CCL5) and bronchiolitis caused by RSV (OR=1.646; 
95%CI=1.054 to 2.570) and RSV subtype A (OR=1.754; 95%CI=1.060 to 2.902) 
specifically, and between SNP rs1060826 (NOS2) and bronchiolitis caused by 
rhinovirus (OR=2.649; 95%CI=1.309 to 5.362). In patients without comorbidities, we 
observed an association between SNP rs1060826*CC (NOS2) and bronchiolitis 
caused by rhinovirus (OR=3.369; 95%CI=1.435 to 7.908).  
Figure 2 and additional online table 4 show association between polymorphisms and 
bronchiolitis severity. SNPs rs4986790*AG (TLR4) (OR=8.025; 95%CI=1.260 to 
51.120) and rs2228570*CC (VDR) (OR=8.889; 95%CI=1.312 to 60.210) were 
associated with progression to death, rs352162*TT (TLR9) (OR=5.207; 
95%CI=2.118 to 12.800), and rs187084*TC (OR=0.455; 95%CI=0.222 to 0.935) 
(TLR9) with ICU admission, and rs352162*CC+CT (TLR9) (OR=2.718; 95%CI=1.103 
to 6.695) and rs2107538*TT (CCL5) (OR=4.974; 95%CI=1.047 to 23.630) with need 
for mechanical ventilation.  
In patients without comorbidities, SNP rs898830 (TLR2) was associated with 
progression to death because the four patients who died during the study were 
heterozygous for this SNP (P=0.036). Additionally, rs1927911*CC (TLR4) 
(OR=3.578; 95%CI=1.238 to 10.340) and rs2107538*TT (CCL5) (OR=6; 
95%CI=1.221 to 29.48) were associated with need for mechanical ventilation, 
rs7656411*GT (TLR2) (OR=2.500; 95%CI=1.093 to 5.718) with length of oxygen 
use, and rs352162*TT (TLR9) (OR=4.886; 95%CI=1.689 to 14.13) and rs2280788 
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(CCL5) with ICU admission. The rs2280788 heterozygous genotype was only 
present in patients who required ICU admission (P=0.036).  
 
Association between epidemiological parameters and bronchiolitis severity 
Figure 3A and additional online tables 5 and 6 show association between 
epidemiological parameters and bronchiolitis severity. The worst outcomes correlated 
with the presence of atopy in parents and siblings, lower maternal education, and a 
greater number of siblings and people in the house (P<0.05). Clinical features 
associated with bronchiolitis have already been reported in the literature5, so we 
instead focused on genetic variability in genes involved in the immune system. 
 
Association between virus infection and bronchiolitis severity 
Figure 3B and additional online table 5 also show association between viral infection 
and bronchiolitis severity. Patients with RSV subtype B infections had a shorter 
length of stay (OR=0.421; 95%CI=0.184 to 0.964) and length of oxygen use 
(OR=0.282; 95%CI=0.114 to 0.703) than those with other infections. This was also 
observed for patients without comorbidities regarding the length of oxygen use 
(OR=0.291; 95%CI=0.101 to 0.841). Codetection was associated with higher patient 
age (OR=2.493; 95%CI=1.157 to 5.372), frequency of nursery attendance 
(OR=4.654; 95%CI=1.824 to 11.88), and a father with allergic rhinitis (OR=3.067; 
95%CI=1.275 to 7.377).  
After the correction by Bonferroni test, the following associations maintained P < 
0.05: (i) rs1060826*CC+TT and patients with Rhinovirus infection (Figure 1); (ii) 
rs352162*TT and ICU admission (in all patients group) (Figure 2); (iii) siblings with 
asthma and length of stay; (iv) siblings with asthma and length of oxygen use; (v) 





The MDR analysis showed no evidence of interaction of genetic variants enrolled 
between severe acute viral bronchiolitis and healthy control. For patient’s outcomes, 
no positive interaction was observed among the clinical data.  
 
Discussion 
To the best of our knowledge, this is the first study into the association of SNPs in 
genes involved in the immune response with the severity of bronchiolitis that 
compared patient outcomes. Until now, studies analyzing the prevalence of 
bronchiolitis have compared patients with controls, while those examining the 
severity of bronchiolitis have compared inpatients with patients seen in the 
emergency room and then discharged. 
The human Toll-like family of proteins consists of at least 10 members of pattern 
recognition receptors present in macrophages and dendritic cells that represent a 
critical link between immune stimulants produced by microorganisms and the 
initiation of host defense. The interaction between TLR4 and the RSV fusion protein 
leads to the production of pro-inflammatory cytokines (interleukins 6, 8, 10, and 13, 
tumor necrosis factor, CCL5, and CX3CK1) and surfactant proteins. Some of these 
factors have direct antiviral properties, while others stimulate the activation of natural 
killer cells, granulocytes, monocytes, and macrophages, thus initiating the adaptive 
immune response19-22. A TLR deficiency may lead to the absence of Th1 polarizing 
signals, and change T cell responses from protective Th1 and cytotoxic T cell 
immunity toward dysregulated Th2 and Th17 polarization, causing bronchiolitis in 
susceptible infants19, 20. A recent study demonstrated that the RSV fusion protein 
was capable of inducing the formation of neutrophil extracellular traps (NETs), which 
immobilize and kill pathogens, through TLR4 activation. The excessive production of 
NETs contributes to the pathology of respiratory viral infections23. 
Previous studies found that severe RSV bronchiolitis is associated with SNPs in 
TLR4 (rs4986790 and rs4986791)11, 24. Moreover, peripheral blood mononuclear 
cells from children expressing exonic TLR4 variants were shown to have blunted 
responses to RSV21. However, other studies found no association between these 
SNPs and bronchiolitis12, 13. The present study found that death from bronchiolitis is 
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associated with SNP rs4986790 (TLR4), but no association was detected between 
bronchiolitis severity and SNP rs1927911 (TLR4). SNP rs1927911 was recently 
associated with an increased risk of asthma development in children with a history of 
bronchiolitis25, so we are following up our patients to verify any association between 
bronchiolitis severity, the virus type, genetic polymorphisms, and asthma 
development. Environmental factors have also been shown to interact with the TLR4 
genotype to modulate the RSV infection severity26. 
TLR2 is expressed on the surface of immune cells and tissues as a heterodimer 
complex with either TLR1 or TLR6. Using knockout mice, TLR2 and TLR6 signaling 
in leukocytes was shown to activate innate immunity against RSV by promoting 
tumor necrosis factor alpha, interleukin-6, chemokine (C-C motif) ligand (CCL)2, and 
CCL5, and was important for controlling viral replication and promoting neutrophil 
migration and dendritic cell activation in vivo27. Additionally, TLR4 signaling was 
reported to influence TLR2 expression following certain stimuli, suggesting a role for 
both TLR4 and TLR2 in the response to RSV28. We found that death in bronchiolitis 
is associated with SNP rs898830 (TLR2) in patients without comorbidities. A recent 
study, however, found no association between TLR1, TLR2, and TLR6 
polymorphisms and the bronchiolitis severity29. 
TLR9 has previously been associated with different diseases, such as bronchial 
asthma30. Additionally, RSV was shown to inhibit the production of interferon-  in 
human plasmacytoid dendritic cells by TLR9 signaling31, and TH2 response 
upregulation, which is characteristically seen in severe RSV-associated diseases. 
Thus, an involvement of TLR9 in the genetics of bronchiolitis seems reasonable. An 
association of SNP rs5743836 (TLR9) with RSV infection was documented in an 
earlier study14, and we found that SNPs rs352162 (TLR9) and rs187084 (TLR9) 
were associated with a requirement for ICU admission, and that SNP rs352162 was 
also associated with the need for mechanical ventilation. 
In the course of RSV infection, enhanced chemokine activity modulates cell 
recruitment and infiltration to the inflammation site. CCL5 is a chemokine produced 
by CD8+ T-lymphocytes, macrophages, platelets, and epithelial cells that attracts 
monocytes, eosinophils, basophils, and memory T-lymphocytes to the area of 
infection. It is highly expressed in respiratory epithelial cell lines, nasal secretions, 
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and broncho-alveolar lavages of RSV-infected subjects. Moreover, evidence 
supports an association between CCL5 activity and RSV infection32. 
A previous study reported an association between SNPs rs2107538 and rs2280788 
in the promoter region and SNP rs2280789 in intron 1 of CCL5 with RSV 
bronchiolitis31. However, another study found no association between RSV 
bronchiolitis and these SNPs when tested separately, but observed a significantly 
more common combined SNP genotype in patients than in controls15. We found that 
SNP rs2107538 (CCL5) was associated with the need for mechanical ventilation in 
bronchiolitis patients. 
Vitamin D modulates white blood cell proliferation, maturation, and cytokine 
expression through the VDR on lymphocytes and macrophages. VDR signaling also 
contributes to the expression of antimicrobial peptides, which are important for the 
innate defense against viruses and bacteria33. Lower vitamin D levels have been 
postulated as a risk factor for respiratory illness based on the well-established 
seasonality of respiratory infections that occur during winter when UV-B production of 
vitamin D is low. Subsequent bronchiolitis research in developed countries 
investigating subclinical vitamin D deficiency supports this hypothesis34. Additionally, 
a prospective newborn cohort study identified low cord blood vitamin D levels as an 
independent predictor of RSV infection during the first year of life35. 
Genetic alterations of VDR have the potential to affect vitamin D signaling through 
impaired gene transcription, mRNA stability and translation, protein activity, and 
protein stability. A common VDR SNP, rs2228570, has previously been associated 
with moderately lower VDR transcriptional activity and a recent meta-analysis 
concluded that presence of the SNP rs2228570 minor allele significantly increased 
the risk of RSV bronchiolitis36. Similarly, we found that SNP rs2228570 was 
associated with death from bronchiolitis in the current study. 
In airway epithelial cells, vitamin D controls the expression of signal transducer and 
activator of transcription (STAT)1. A recent study demonstrated that the 
predisposition of SNP rs2228570 (VDR) to severe RSV bronchiolitis may involve the 
impaired ability of vitamin D to restrain antiviral signaling in airway epithelia, and that 
vitamin D fails to regulate STAT1 phosphorylation and downstream gene expression 
in cells expressing this VDR variant. Strong activation of the STAT1 pathway in RSV-
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infected cells may therefore contribute to RSV immunopathogenesis37. Two studies 
found that another VDR SNP, rs10735810, was associated with an increased 
likelihood of bronchiolitis and that carriers of the minor T allele were more likely to 
develop this disease16, 17. 
A recent study analyzed 60 infants hospitalized with bronchiolitis and found no 
significant differences in demographic factors, clinical characteristics, or clinical 
severity between infants with RSV subtype A and RSV subtype B infections38. 
Another study found no difference in the duration of hospitalization or need for ICU in 
children infected with RSV subtype A compared with those infected with RSV 
subtype B, but RSV subtype A-infected infants had a higher clinical score, supporting 
the notion that RSV subtype A-induced bronchiolitis is more severe than RSV 
subtype B-induced disease39. We showed that RSV subtype B infection was 
associated with a reduced length of stay and length of oxygen utilization compared 
with the presence of other viral infections, indicating a lower level of disease severity 
for this viral subtype. Development of an RSV vaccine is a high priority for public 
health, but attempts to date have been frustrated. Resolving the mechanism by which 
RSV induces pathogenesis is essential for developing new effective vaccines19, 20, 
40. 
There are a number of limitations in our study, including: (i) superficial 
characterization of the population of healthy controls; (ii) sample size reduction due 
to the non-identification of SNP genotypes for some patients and the difficulty in 
obtaining the clinical and laboratory markers of all the patients included in the study; 
(iii) number of evaluations carried out at the same time may lead to confounding, and 
which are therefore presented in the supplementary material of the study; (iv) 
population structure that can affect the association studies with candidate genes; (v) 
limitations on the size of the sample included in the study and the power of the 
sample obtained for all the analyzes performed (need for correction by multiple tests 
with high denominator); (vi) use of candidate genes as a study model, rather than 
genome-wide association studies, due to technical limitations and high cost involved 
in the laboratorial analysis; (vii) the need for replication and validation of the findings 
in other population. 
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In conclusion, our findings provide some evidence that genetic variation in selected 
immune genes may influence the outcomes of severe bronchiolitis but replication in 
other datasets is needed. The determination of polymorphisms in immune response 
genes could be used in future work to help predict high-risk infants who might benefit 
from preventive measures. A knowledge of SNPs associated with severe bronchiolitis 
will also contribute to an understanding of disease pathogenesis and the innate 
immune response to its infection. This will be useful in guiding efforts to develop 
more effective treatment for this potentially fatal infection. 
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Figure 1. Association between polymorphisms and presence of bronchiolitis for 
different types of virus. RSV, respiratory syncytial virus; OR, odds ratio; CI, 
confidence interval. All parameters show significant differences between or among 
groups before Bonferroni correction (P<0.05). The SNP rs1060826*CC+TT shows 
significant difference between groups after Bonferroni correction (P<0.05) in patients 
with Rhinovirus infection. Fisher’s exact test and the χ2 test were applied considering 
data distribution. The statistical model applied in genetics analysis, considering the 
SNP genotype used for odds ratio calculation, is presented in parentheses. The MDR 
analysis showed no evidence of interaction of genetic data with acute severe viral 





Figure 2. Association between polymorphisms and bronchiolitis severity. OR, odds 
ratio; CI, confidence interval; ICU, intensive care unit. All parameters show significant 
differences between or among groups before Bonferroni correction (P<0.05). The 
SNP rs352162*TT shows significant difference between groups for ICU admission (in 
all patients group) after Bonferroni correction (P<0.05). Fisher’s exact test and the χ2 
test were applied considering data distribution. The statistical model applied in 
genetics analysis, considering the SNP genotype used for odds ratio calculation, is 
presented in parentheses. The MDR analysis showed no evidence of interaction of 
clinical and genetic data with acute severe viral bronchiolitis for the positive 





Figure 3. Association between epidemiological parameters, virus type, and 
bronchiolitis severity. (A) Epidemiological parameters and bronchiolitis severity. (B) 
Virus infection and bronchiolitis severity. RSV, respiratory syncytial virus; OR, odds 
ratio; CI, Confidence Interval; ICU, intensive care unit; 1, Mother with atopic 
dermatitis; 2; Siblings with asthma; LOS, length of stay; LOU, length of oxygen use; 
FN, frequency to nursery; FWAR, father with allergic rhinitis. All parameters show 
significant differences between or among groups before Bonferroni correction 
(P<0.05). Siblings with asthma and length of stay; siblings with asthma and length of 
oxygen use; RSV subtype B infection and length of oxygen use show significant 
difference between groups after Bonferroni correction (P<0.05). Fisher’s exact test 
and the χ2 test were applied considering data distribution. The MDR analysis showed 
no evidence of interaction of clinical data with acute severe viral bronchiolitis for the 






Table 1. Demographic, clinical characteristics, and virus identified in 181 infants 
hospitalized with bronchiolitis (173 underwent nasopharyngeal aspirate). Data of the 131 
infants without comorbidities is shown in a separated column (126 underwent 
nasopharyngeal aspirate). 
Item All patients (181) Patients without comorbidities (131) 
Birth weight (gr) 
3032.47 ± 671.79; 3102 
(565 to 4850) 
3264.10 ± 474.32; 3240 
(2050 to 4850) 
Male gender 105 (58%) 72 (55%) 
White ethnicity 130 (73.9%) 91 (71.1%) 
Black ethnicity 42 (23.9%) 37 (28.9%) 
Cesarean delivery 103 (58.2%) 72 (55.8%) 
Gestational age (weeks) 
37.42 ± 2.39; 38 
(28 to 42) 
38.43 ± 1.34; 38 
(37 to 42) 
Premature birth (< 37 weeks) 38 (21%) - 
Age (days) 
140.61 ± 118.13; 104 
(16 to 622) 
137.16 ± 101.18; 111 
(16 to 469) 
Infants breastfed since birth 64 (36.6%) 25 (19.1%) 
Maternal smoking during pregnancy 18 (10.2%) 12 (9.4%) 
Passive smoke exposure 50 (28.4%) 37 (28.9%) 
Mother with asthma 22 (12.4%) 13 (10.1%) 
Father with asthma 21 (11.9%) 15 (11.6%) 
Siblings with asthma 38 (21.5%) 19 (14.7%) 
Mother with allergic rhinitis 45 (25.6%) 33 (25.6%) 
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Father with allergic rhinitis 27 (15.3%) 20 (15.5%) 
Siblings with allergic rhinitis 33 (18.6%) 23 (17.8%) 
Mother with atopic dermatitis 8 (4.5%) 6 (4.7%) 
Father with atopic dermatitis 3 (1.7%) 2 (1.6%) 
Siblings with atopic dermatitis 17 (9.6%) 11 (8.5%) 
Number of siblings 1.34 ± 1.31; 1 (0 to 7) 1.19 ± 1.15; 1 (0 to 5) 
Numbers of persons in the house 4.52 ± 1.43; 4 (2 to 13) 4.36 ± 1.34; 4 (2 to 13) 
Mold exposure 37 (21%) 27 (21.1%) 
Pets in the house 79 (44.9%) 62 (48.4%) 
Chronic respiratory disease 3 (1.7%) - 
Congenital heart disease 13 (7.3%) - 
Down syndrome 4 (2.2%) - 
Day care attendance 25 (14.1%) 17 (13.2%) 
Mothers with ≤ 9 years of education 83 (48%) 60 (47.2%) 
Mothers with 10 to 16 years of 
education 
62 (35.8%) 49 (38.6%) 
Mothers with ≥ 17 years of education 28 (16.2%) 18 (14.2%) 
Length of hospital stay (days) 6.5 (1 to 64) 6 (1 to 26) 
Length of oxygen therapy (days) 5 (1 to 63) 5 (1 to 24) 
Intensive care unit (ICU) admission 61 (34%) 41 (32%) 
Length of ICU stay (days) 9 (2 to 37) 8 (2 to 20) 
Need of mechanical ventilation 38 (21%) 25 (19.5%) 
Length of mechanical ventilation 8.5 (2 to 37) 8 (2 to 18) 
Death 5 (2.8%) 4 (3.1%) 
136 
 
Respiratory syncytial virus 121 (69.9%) 89 (70.6%) 
Respiratory syncytial virus-a 91 (52.6%) 64 (50.8%) 
Respiratory syncytial virus-b 31 (17.9%) 25 (19.8%) 
Rhinovirus 46 (26.6%) 31 (24.6%) 
Parainfluenza virus 6 (3.5%) 4 (3.2%) 
Adenovirus 8 (4.6%) 5 (4%) 
Coronavirus 3 (1.7%) 2 (1.6%) 
Influenza virus 2 (1.2%) - 
Bocavirus 1 (0.6%) - 
Metapneumovirus 3 (1.7%) 3 (2.4%) 
Enterovirus 2 (1.2%) 2 (1.6%) 
Negative 22 (12.7%) 17 (13%) 
Codetection 37 (21.4%) 26 (20.6%) 




Table 2. SNPs description including minor allele frequency and Hardy-
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TLR4 rs4986
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l (C) 0.05 
 rs7656
411 
G T Downstream 
variant 500B 
























C T Upstream 
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A G Intron variant, 
UTR 3 prime 












T C Upstream 
variant 2KB 












C G Intron variant, 
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T C Missense Met Thr SAVB - - 

















G A Synonymous 
codon 












A G Synonymous 
codon 












G A Synonymous 
codon 
Gln Gln SAVB - - 




AA, ancestral allele; RA, rare allele; SNP, single nucleotide polymorphism; MAF, minor allele 





Additional online table 3. Associations between polymorphisms and presence of bronchiolitis for 




Total OR 95%CI 




48 170 218 
1.646 1.054 to 
2.57 
CC +TT 47 274 321 1 - 
Polymorphism  
RSV subtype A 
Total OR 95%CI 




37 170 207 
1.754 1.06 to 
2.902 
CC +TT 34 274 308 1 - 
Polymorphism   
Rhinovirus  
Total OR 95%CI 




23 185 208 
2.649 1.309 to 
5.362 
CT + TT 13 277 290 1 - 
Polymorphism  
Rhinovirus 
Total OR 95%CI 
Yes Control group 
rs1060826 (NOS2)* 
(overdominant model) 
CC + TT 
 28 234 262 
3.410 1.522 to 
7.640 
CT  8 228 236 1 - 
Patients without comorbidities 
Polymorphism  
Rhinovirus 
Total OR 95%CI 




18 185 203 
3.369 1.435 to 
7.908 
CT 
5 228 233 
0.244 0.091 to 
0.659 
TT 
3 49 52 
1.099 0.318 to 
3.795 
RSV, respiratory syncytial virus; OR, odds ratio; CI, confidence interval. All parameters show 
significant differences between or among groups before Bonferroni correction (P<0.05). * Parameter 
shows significant difference between groups after Bonferroni correction (P<0.05). Fisher’s exact test 
and the χ2 test were applied considering the data distribution. The statistical model applied in 
genetics analysis is presented in parentheses. The MDR analysis showed no evidence of interaction of 
genetic and viral data with acute severe viral bronchiolitis for the positive association (data not 
showed). 
 
Additional online table 4. Association between polymorphisms and bronchiolitis severity. 
All patients 
Polymorphism   
Death 




AG 3 20 23 8.025 1.26 to 51.12 
AA 2 107 109 1 - 
Polymorphism  
ICU admission 




CC 9 27 36 0.467 0.198 to 1.099 
CT 21 47 68 0.575 0.282 to 1.172 
TT 19 9 28 5.207 2.118 to 12.8 








11 17 28 
2.718 1.103 to 6.695 
TT 20 84 104 1 - 
Polymorphism 
ICU admission 




TC 20 50 70 0.455 0.222 to 0.935 
TT+CC 29 33 62 1 - 
Polymorphism 
Mechanical ventilation 




CC 18 45 63 1.833 0.799 to 4.204 
CT 8 52 60 0.336 0.137 to 0.825 
TT 4 3 7 4.974 1.047 to 23.63 
Polymorphism 
Death 




CC 2 9 11 8.889 1.312 to 60.21 
CT 3 63 66 1.571 0.254 to 9.719 
TT 0 57 57 - - 
Patients without comorbidities 
Polymorphism 
Mechanical ventilation 




TT 1 12 13 0.281 0.034 to 2.299 
TC 5 34 39 0.412 0.136 to 1.248 
CC 14 30 44 3.578 1.238 to 10.34 
Polymorphism  
Length of oxygen use 
Total OR 95%CI 
> median < median 
rs7656411 (TLR2) 
(co-dominant model) 
GG 1 6 36 0.195 0.022 to 1.688 
GT 25 20 68 2.5 1.093 to 5.718 
TT 16 28 28 0.571 0.252 to 1.298 
Polymorphism  
ICU admission 




CC 6 21 27 0.473 0.169 to 1.323 
CT 14 36 50 0.605 0.257 to 1.423 
TT 12 7 19 4.886 1.689 to 14.13 
Polymorphism  
Mechanical ventilation 




CC 10 35 45 1.143 0.426 to 3.066 
CT 6 37 43 0.440 0.153 to 1.268 
TT 4 3 7 6 1.221 to 29.48 
OR, odds ratio; CI, confidence interval; ICU, intensive care unit. All parameters show significant 
differences between or among groups before Bonferroni correction (P<0.05). * Parameter shows 
significant difference among groups after Bonferroni correction (P<0.05). Fisher’s exact test and the 
χ2 test were applied considering the data distribution. The statistical model applied for p-value 
calculation in the genetics analysis is presented in parentheses. The MDR analysis showed no 
evidence of interaction of genetic and clinical data with acute severe viral bronchiolitis for the 





Additional online table 5. Association between epidemiological parameters, virus type, and 
bronchiolitis severity. 
Epidemiological parameters - All patients 
Parameter  
ICU admission  
Total OR 95%CI 
Yes No 
Mother with atopic 
dermatitis 
Yes 5 2 7 5.529 1.039 to 29.43 
No 52 115 167 1 - 
Parameter 
Length of stay 
Total OR 95%CI 
> median < median 
Siblings with 
asthma* 
Yes 28 9 37 4.366 1.915 to 9.956 
No 57 80 137 1 - 
Parameter 
Length of oxygen use 
Total OR 95%CI 
> median < median 
Siblings with 
asthma* 
Yes 26 11 37 3.818 1.741 to 8.372 
No 52 84 136 1 - 
Virus - All patients 
Parameter   
Length of stay 
Total OR 95%CI 
> median < median 
RSV subtype B 
Yes 10 20 30 0.421 0.184 to 0.964 
No 76 64 140 1 - 
Parameter  
Length of oxygen use 
Total OR 95%CI 
> median < median 
RSV subtype B* 
Yes 7 23 30 0.282 0.114 to 0.703 
No 72 67 139 1 - 
Parameter 
Age 
Total OR 95%CI 
> median < median 
Codetection 
Yes 25 12 37 2.493 1.157 to 5.372 
No 61 73 134 1 - 
Parameter  
Father with allergic rhinitis 
Total OR 95%CI 
Yes No 
Codetection 
Yes 11 26 37 3.067 1.275 to 7.377 
No 16 116 132 1 - 
Parameter 
Frequency to nursery 
Total OR 95%CI 
Yes No 
Codetection* 
Yes 11 26 37 4.654 1.824 to 11.88 
No 11 121 132 1 - 











16 to 621 
Virus - Patients without comorbidities 
Parameter   
Length of oxygen use 
Total OR 95%CI 
> median < median 
RSV subtype B 
Yes 5 19 24 0.291 0.101 to 0.841 
No 47 52 99 1 - 
RSV, respiratory syncytial virus; OR, odds ratio; CI, Confidence Interval; ICU, intensive care unit; N, 
number of patients, SD, standard deviation; min to max, minimum to maximum. All parameters show 
significant differences between or among groups before Bonferroni correction (P<0.05). * 
Parameters show significant difference between or among groups after Bonferroni correction 
141 
 
(P<0.05). Fisher’s exact test and the χ2 test were applied considering the categorical data and Kruskal-
Wallis and Mann-Whitney tests were used to compare numerical data. The MDR analysis showed no 
evidence of interaction of clinical data with acute severe viral bronchiolitis for the positive previous 
association. 
 
Additional online table 6. Association between epidemiological parameters and bronchiolitis severity. 
Epidemiological parameters - All patients 
Parameter Maternal Education N Mean ± SD Median Min to max 
Length of stay 
≤ 9 years 82 9.62 ± 8.51 7 1 to 64 
10 to 16 years 60 8.63 ± 6.52 7 1 to 45 
≥ 17 years 28 6.11 ± 4.27 5 2 to 20 
Length of oxygen use* 
≤ 9 years 82 8.13 ± 8.18 6 1 to 63 
10-16 years 59 6.95 ± 6.09 5 1 to 41 
≥ 17 years 28 4.36 ± 4.23 3 1 to 19 
Parameter Length of stay N Mean ± SD Median Min to max 
Number of siblings* 
< median 88 0.98 ± 1.05 1 0 to 5 
> median 85 1.69 ± 1.45 1 0 to 7 
Parameter Sibling with asthma N Mean ± SD Median Min to max 
Length of ICU stay 
Yes 37 4.92  ± 6.54  0 0 to 24 
No 137 2.39  ± 4.62 0 0 to 23 
Parameter Length of stay N Mean ± SD Median Min to max 
Number of people in the 
house* 
< median 89 4.29 ± 1.51 4 2 to 13 
> median 84 4.75 ± 1.31 4 3 to 10 
Parameter Length of oxygen use N Mean ± SD Median Min to max 
Number of siblings in the 
house* 
< median 94 1.02 ± 1.10 1 0 to 5 
> median 78 1.72 ± 1.44 1 0 to 7 
Number of people in the 
house* 
< median 95 4.27 ± 1.48 4 2 to 13 
> median 77 4.82 ± 1.33 5 3 to 10 
OR, odds ratio; CI, Confidence Interval; ICU, intensive care unit; N, number of patients, SD, standard 
deviation; min to max, minimum to maximum. All parameters show significant differences between 
or among groups before Bonferroni correction (P<0.05). * Parameters show significant difference 
between or among groups after Bonferroni correction (P<0.05). Fisher’s exact test and the χ2 test 
were applied considering the categorical data and Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests were used 
to compare numerical data. The MDR analysis showed no evidence of interaction of clinical data with 
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